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ÖZET 

 

DOĞU ANADOLU BÖLGESİNDE HEMOLİTİK ANEMİLİ ÇOCUKLARDA 

GLUKOZ 6 FOSFAT DEHİDROGENAZ GENİNDEKİ MUTASYONLARIN 

MİKROARRAY SİSTEMİ İLE TESBİTİ 

 

Çalışmamızın amacı, yeni doğan hemolitik anemi teşhisi konmuş hastalarda 

glukoz 6 fosfat dehidrogenaz (G6PD) enzim genindeki belirli ve yaygın 4 mutasyonu 

taramak ve bölgemizdeki dağılımını incelemektir. 

Bu amaçla, yeni doğan ile 7 yaş arasında değişen, doğumda sarılık görülen, 

hemolitik anemi teşhisi konulan ve G6PD enzim aktiviteleri 4.00 U/grHb nin altında 

olan (21 kız, 39 erkek) 60 olgu mikroarray yöntemi ile mutasyon analizine alınmıştır. 

Çalışmamızda Mediterranean, Seattle, San Antioco ve Union olmak üzere 4 

G6PD mutasyon tipi taranmıştır. Olgulardan periferik kan alınarak DNA izole edilmiş, 

incelenecek bölgeler PCR ile çoğaltılmış ve mikroarray teknolojiyle SNP (Single 

Nucleotide Polymorphism-Tek Nükleotid Değişimi) analizi yapılmıştır. 

Yapılan analizler sonucunda, G6PD geninde 60 olgunun 4’ünde (%6.66)  G6PD 

Mediterranean (563 C→T) mutasyonu tespit ettik. Bulduğumuz bu mutasyonlardan 2’si 

heterozigot, 2’si de hemizigot Mediterranean mutasyonlarıdır. Bulduğumuz 

mutasyonların tamamı (%100) Mediterranean mutasyonudur. Diğer 3 mutasyon tipine 

bölgemizde rastlanmamıştır. 

 



SUMMARY 

 

DETERMINATION of GLUCOSE 6 PHOSPHATE DEHYDROGENASE (G6PD) 

GENE MUTATIONS by MICROARRAY SYSTEM in CHILDREN with 

HEMOLYTIC ANEMIA in EAST ANATOLIA REGION. 

 

The aim of this study is to investigate the four mutations of the gene of G6PD 

(Glucose 6 phosphate dehydrogenase) in newborn patients with hemolytic anemia and 

to examine the mutation prevalance in the region. 

The study is involved in 60 subject (21 girls, 39 boys) whose ages were between 

newborn and 7 years old. The mutations studied by microarray techniques in subjects 

covered the G6PD enzyme activity under 4.00 U/grHb. 

In the present study, 4 G6PD mutation types named as Mediterranean, Seattle, 

San Antioco and Union were scanned. Peripheral blood was taken and DNA was 

isolated. The PCR was performed for the given mutations, and Single Nucleotide 

Polymorphism (SNP) analysis were made by microarray technology. 

As the result of the analysis, we established Mediterranean (563 C→T) 

mutations in 4 (6.66%) of 60 subject in G6PD gene. As a conclusion all (100%) the 

mutations found in this study were Mediterranean type. The other 3 mutations were not 

present in our series. 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

 

Eritrositlerin 120 gün olan normal yaşam sürelerini tamamlamadan yıkılması 

hemoliz olarak tanımlanır ve hemolize bağlı fonksiyon eksikliğinden dolayı da 

hemolitik anemi gelişir. 

Eritrositler organizmanın yaşamı için Organizmanın ihtiyacı olan O2  temini, 

CO2’nin uzaklaştırılması, kan pH'sının ayarlanması gibi oldukça hayati işlevlerde rol 

alırlar. Taşıdığı yüksek derişimdeki O2’ne bağlı reaksiyonlar sırasında süperoksit 

radikali ve hidrojen peroksit gibi oksidatif hasara yol açan metabolitler oluşur. Oluşan 

bu reaktif türevler hücre için oldukça zararlıdır. Bazı ilaçlar, bakla ve enfeksiyon gibi 

oksidatif ajanlara karşı korunmada eritrositler redükte glutatyonlardan (GSH) yararlanır. 

GSH yolunun ko-faktörü olan NADPH (Nikotinamid Adenin Dinükleotid Fosfat)  

Pentoz Fosfat Yolundan (PFY) temin edilir. Glukoz-6 -fosfat dehidrogenaz (G6PD) 

enzimi PFY'nun birinci basamağında bulunan kilit enzimdir. Bu enzimdeki herhangi bir 

fonksiyon kaybı NADPH oluşumunun durmasına neden olarak eritrositleri oksidatif 

hasarlara karşı savunmasız bırakır1-7. 

G6PD enzim eksikliğinde özellikle yeni doğanda sarılık ve belirli ilaçlara karşı 

hassasiyet artarken, bakla ve enfeksiyonlar hemolitik anemiyi provake etmektedir8-10 . 

G6PD enzim eksikliğinde yeni doğanda, doğumdan sonraki ilk günlerde 

karaciğer fonksiyonlarındaki yetersizlik ve enzim eksikliği nedeniyle  bilirübinin yeteri 

kadar hızlı metabolize edilemez ve yeni doğan sarılığı ortaya çıkar11,12.  

Dünyadaki en yaygın enzimopatilerden biri olma özelliğini gösteren G6PD 

enzim eksikliği, 400 milyon kişinin taşıdığı tahmin edilen, kalıtsal bir hastalıktır. 
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Enzimin, değişik özellikler gösteren 400`ün üzerinde varyantı ve yaklaşık 150 

mutasyonu  tespit edilmiştir13-16. 

Tanımlanan 400 varyanttan Dünya’da ve Türkiye’de daha çok Akdeniz 

yöresinde en sık görülen tipi G6PD Mediterranean’dır (G6PD Akdeniz)17-19. 

Çalışmamızda Dünya’da özellikle Avrupa kıtasında en sık görülen 4  mutasyon 

taranmıştır. Bu yöntemi kullanma amacımız G6PD genindeki bu mutasyonları 

mikroarray teknolojisiyle yüksek güvenilirlikle moleküler düzeyde incelemek ve 

mutasyonların bölgemizdeki insidansını ortaya koymaktır. Öncellikle yeni doğan 

döneminde görülen ve sebebi belirlenemeyen hemolitik anemi olgularının etyolojisini 

araştırmak ve var ise G6PD mutasyonlarını tanımlamak amaçlanmıştır.  
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2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1. Anemi 

 Anemi, hemoglobinin yaş ve cinse göre normal kabul edilen değerlerin altında 

olmasıdır. Anemi başlı başına bir hastalık grubunu oluşturduğu gibi diğer bir çok 

hastalığın klinik belirtilerinden birini de oluşturabilir. Gelişmekte olan ülkelerde 

görünüşte sağlıklı olan bireylerin birçoğu anemiktir. Hatta gelişmiş ülkelerde dahi, 

hastaneye gelen hastaların üçte birine yakın kısmı anemiktir. 

 Eritrositlerin ve hemoglobinin asıl fonksiyonu, akciğerlerden dokulara oksijen 

transportudur. Anemide, kanın oksijen taşıma kapasitesi azaldığından, dokulara 

gerekli oksijen miktarı da azalarak doku hipoksisi gelişir. Hipoksi sonucu, dokuların 

fonksiyonları bozulur; bundan dolayı aneminin belirtileri pek çok sistemde ortaya 

çıkar. Özellikle adele, kardiyovasküler sistem ve santral sinir sistemi belirtileri daha 

sık rastlanan bulgulardır.  

  Anemik hastalarda belirti ve bulgular, aneminin kendisine ve anemiye sebep 

olan bozukluklara bağlıdır. 

Semptomlar; aneminin ağırlığına, tipine ve anemi nedeni olan bozukluklara 

göre kişiden kişiye farklıdır. Sıklıkla altta yatan nedene ait belirti ve bulguları daha 

hafif veya orta derecede olmakla beraber, anemi semptomları esas klinik tabloya 

hakimdir. Çabuk yorulma, halsizlik ve genel adale güçsüzlüğü aneminin en çok 

görülen ve en erken semptomlarıdır. 

Solukluk, en sık görülen karakteristik bulgudur. Deri, tırnak yatakları, müköz 

membranlar ve konjunktivada görülebilir. Pernisiyöz anemide cilt, limon sarısı 

renginde olabilir. 
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Egzersiz dispnesi (nefes darlığı) ve çarpıntı en sık rastlanan semptomlardır. 

Hastaların çoğunda dispne eksersiz veya emosyonla ortaya çıktığı halde aneminin 

ağır olduğu (Hemoglobin; 3 g/dl veya daha az) hallerde ve kalp yetmezliği olanlarda 

istirahat halinde de dispne vardır. Anemik hastalarda, kalpte üfürüm (murmur) he-

men her zaman vardır ve aneminin ağırlığı ile şiddeti ve görülme sıklığı artar. 

Anemiler için farklı sınıflandırmalar yapılmıştır. En yaygın kullanılan 

sınıflandırmalar fizyolojik sınıflandırma ve eritrosit boyutlarına göre yapılan 

sınıflandırmadır. Tablo 1’de eritrosit hacimleri esas alınarak yapılan sınıflandırma 

verilmiştir20. 
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Tablo 1: Eritrosit hacimlerine göre yapılan anemilerin sınıflandırılması20. 
 

A. Mikrositik anemiler   

  a. Demir eksikliği anemisi 

  b. Kronik kurşun zehirlenmesi 

  c. Talasemik sendromlar 

  d. Sideroblastik anemiler 

  e. Kronik enflamasyon 

  f. Unstable hemoglobinopati’ler 

B. Makrositik anemiler   

    1. Megaloblastik kemik iliği ile birlikte 
  a. Vitamin B12 eksikliğine bağlı anemiler 

  b. Folik asit eksikliğine bağlı anemiler 

  c. Herediter orotik asidüri 

  d. B1 vitaminine cevap veren megaloblastik anemi 

    2. Megaloblastik değişiklik olmaksızın 
  a. Aplastik anemi 

  b. Diamond-Blackfan sendromu 

  c. Hipotiroidizm 

  d. Karaciğer hastalığı 

  e. Kemik iliği infiltrasyonu 

   f. Diseritropoetik anemi 

C.   Normositik anemiler 

    1. Konjenital hemolitik anemiler 
   a. Hemoglobinopati’ler 

   b. Enzim defektleri 

   c. Membran defektleri 

    2. Akkiz hemolitik anemiler 

   a. Antikora bağlı anemiler 

   b. Mikroanjiopatik hemolitik anemiler 

   c. Enfeksiyona bağlı anemiler 

    3. Akut kan kaybı 

    4. Splenik göllenme 

    5. Kronik renal hastalık   
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2.2. Hemolitik Anemiler 

 Hemoliz; eritrositlerin normal yaşam sürelerini tamamlamadan yıkılmasına 

denir. Hemolitik anemilerde normal koşullarda 120 gün olan eritrositlerin yaşam süresi 

kısalmıştır. Hemolitik anemiler eritrositlerin normal yaşam sürelerinin eritrosit dışı 

sebeplere veya eritrositlerin kendilerine ait yapısal bozukluklara bağlı olarak 

kısalmasından kaynaklanır. Eritrositlerin erken yıkımında, kemik iliği eritrosit yapımını 

arttırarak cevap verir ve gerektiğinde eritrosit yapımı hızla artabilir. 

Hemolitik olaylar, eritrositlerin travma ve eksternal toksinlerin etkileri gibi 

sebeplerle intravasküler hemolizle dolaşımda ve immünglobulin bağlanmış eritrositlerin 

dalak ve karaciğer makrofaj reseptörlerine bağlanmasıyla veya deforme eritrositlerin 

ekstravasküler hemolizle dalak ve karaciğerde parçalanmasıyla gerçekleşmektedir. 

Hemolitik anemiler birçok şekilde sınıflandırılabilir. Klinik ve laboratuar 

bulgularının ortaya çıkış sürecine göre akut ve kronik olarak sınıflandırılabilir. Ancak, 

kronik anemilerde akut alevlenmeler olabileceği için bu sınıflandırma yetersizdir.  

Hemolitik anemilerin konjenital (doğumsal) ve edinsel olarak sınıflandırılması 

klinisyenin işini büyük oranda kolaylaştırır. Yaygın olarak kullanılan hemolitik 

anemilerin etyolojik ve patogenetik sınıflaması Tablo 2’de verilmiştir21. 
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Tablo 2: Hemolitik anemilerin etyolojik ve patogenetik sınıflaması21.

I. Kongenital Hemolitik Anemiler 

A. Eritrosit membran defektleri 

   1. Herediter sferositoz 

   2. Herediter eliptositoz 

   3. Herediter stomatositoz 

 

B. Eritrosit glikolitik enzimlerinin Eksikliği  

   (Embden-Meyerhof yolu) 

   1. Piruvat kinaz eksikliği 

   2. Hegzokinaz eksikliği 

 

C. Eritrosit nükleotid metabolizma bozuklukları 

   1. Pirimidin 5’-nükleotidaz eksikliği 

 

D. Pentoz fosfat yolu ve glutatyon 

   metabolizması enzim eksiklikleri 

   1. Glukoz 6-Fosfat Dehidrojenaz 

    2. Glutamin-sistein sentetaz 

 

E. Globin yapısı ve sentezindeki defektler 

   1. Orak hücreli anemi 

   2. Diğer hemoglobinopatiler  

  3. Talasemialar 

  4. Hemoglobin S hastalığı 

 

 

II. Edinilmiş Hemolitik Anemiler 

A. İmmunohemolitik anemiler 

   1. Uyumsuz kan transfüzyonu 

   2. Yeni doğanın hemolitik hastalığı 

   3. Otoimmun hemolitik anemiler 

 

B. Travmatik veya mikroanjiopatik 

   hemolitik anemiler 

   1. Kardiyak hastalıklar 

   2. Hemolitik üremik sendrom 

   3. Greft rejeksiyonu,  

 

C. İnfeksiyöz ajanlar 

   1. Protozoa 

   2. Bakteri 

 

D. Kimyasal maddeler ve ilaçlar 

   1. Oksidan ilaçlar ve kimyasal maddeler 

   2. Non-oksidan ilaçlar ve kimyasal    

   maddeler 

 

E. Fizik ajanlar (ısı) 

F. Hipofosfatemi 

G. Karaciğer hastalığı (spur cell anemi) 

H.Yeni doğan E vitamini eksikliği
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Yeni doğanda Hemolitik Anemilerin Ayırıcı Tanısı 

Hemoliz nedeni ile gelişen anemiler yeni doğan döneminde sık gorülür ve bir 

çok nedene bağlıdır. Genel olarak hemoliz doğumdan sonraki 1. haftada sarılığın nedeni 

araştırılırken saptanır. Yeni doğanlarda hemolitik hastalığın tanısı güçtür ve tanısal 

testlerin kullanımı sınırlıdır. 

Yeni doğanlarda hemolitik hastalığın bir çok belirtisi vardır12. Bunlar: 

1. Eritrositlerin retiküloendotelyal sistemde yıkılması ile bilirubin açığa çıkar ve kanda 

indirekt  bilirubin ve total bilirubin miktarı artar. 

2. İlk 24 saatte ortaya çıkan sarılık hemolitik anemiyi düşündürür. 

3. İndirekt bilirubinde artış görülen yeni doğanlar hemolitik anemi açısından 

değerlendirilmelidir. 

4. Kanama olmamasına rağmen hemoglobin konsantrasyonunda hızlı düşüş görülür. 

5. Hemoglobin konsantrasyonundan bağımsız artmış eritrosit üretimi (retikülositoz).  

6. Eritrosit morfoloji değişiklikleri görülür. 

7. Hemoglobinüri  ve yükselmiş karboksihemoglobin düzeyi vardır.

 

Hemolitik Anemilerde Laboratuar Bulguları 

Hemolitik anemideki laboratuar testleri kendi içerisinde üç gruba ayrılabilir: 

1. Eritrosit yıkımındaki artışla ilgili olanlar, 

• Eritrosit yaşam süresi kısalır. 

• Hem katabolizması (Hiperbilirubinemi) vardır. 

• Hemoglobinemi, hemoglobinüri görülür. 

• Laktat dehidrojenaz (LDH) serumda artar. 

• Haptoglobin azalır. 
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2. Eritrosit yapımındaki artışla ilgili olanlar 

• Kemik iliği hiperplazisi 

• Retikülozis 

• Demir turn-over’inin artışı 

3. Ayırıcı tanıda yararlı olabilen testler. 

• Coomb’s testi (antiglobulin test) 

• İndirekt coomb’s testi 

 

2.3. Eritrositte Enerji 

Eritrositlerin temel görevi akciğerlerden dokulara oksijen ve dokulardan 

akciğerlere karbondioksit taşımaktır. Bu işlev hemoglobindeki demirin iki değerli halde 

olması, hücre içi elektrolit düzeyinin dengede tutulması ve hücrenin bikonkav biçiminin 

korunmasıyla gerçekleştirilir. Eritrositlerin bu işlevi yerine getirmesi için enerjiye 

gereksinimi vardır. Enerjinin kullanımı çok sayıda enzimle gerçekleştirilir. 

Eritrositlerdeki enzimler kemik iliğindeki çekirdekli hücrelerde ve az miktarda 

retikülositlerde oluşturulur. Eritrositler dolaşıma salınmadan 1-2 gün önce çekirdeğini 

kaybeder ve artık yeni enzim sentezi gerçekleştirilemez. Eritrositlerin tek enerji kaynağı 

insülinden bağımsız taşınan glukozdur.  

Eritrositlerin başlıca metabolik yakıtı glukozdur. Glukoz, eritrositlerde glikoliz 

yolunda laktata kadar metabolize edilir veya pentoz fosfat yolunda okside edilir. 

Enerji kaynağı olarak günlük alınan glukozun büyük bir kısmını kullanan beyin 

ile mitokondrileri olmadığı için glukozdan başka enerji kaynağı kullanma şansı olmayan 

eritrositler için karbonhidratların  önemi daha fazladır.  
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Karbonhidrat metabolizması,  temelde birkaç enzimatik reaksiyon dizisinden 

ibarettir. Bu reaksiyon dizilerinin tamamı glukoza yöneliktir. Glukozun bu yolları 

işletebilmesi için hücre içine transportundan hemen sonra glikofosfatlara (Aktif glukoz, 

glukoz 6-fosfat) çevrilmesi gerekir. Glikoliz hücrenin sitoplazmasında altı karbonlu 

glukozun, on basamakta iki molekül üç karbonlu piruvata yıkılması olayıdır. Anaerobik 

koşullarda piruvattan laktat oluşur. Glikolize uğrayan her glukoz molekülü için net 2 

molekül ATP oluşmaktadır. Laktat oluşumundan sonra O2 varlığında aerobik glikoliz 

yolu işler ve mitekondrideki sitrik asit döngüsüyle net 38 ATP enerji elde edilir. 

Anaerobik glikoliz, oksijenin hiç olmadığı veya yeterli olmaması durumlarında 

işleyen bir yoldur. Eritrositler, O2’i taşırlar, fakat metabolizmalarında kullanamazlar. 

Glukozdan enerji elde edilmesi ve kullanımı için gerekli enzimler, nükleus ve 

mitokondri olmadığı için dolaşımdaki eritrositlerde yeniden sentezlenemezler ve 120 

gün içinde yavaş yavaş yıkılırlar. Glukozun glikoliz yolunda yıkılımı sırasında piruvat 

oluşur. Ancak eritrositlerde mitokondrial sistemler bulunmadığından piruvat, sitrat 

döngüsünde metabolize edilemez, laktik aside dönüşür. Eritrositlerde glukozun glikoliz 

yolunda laktata yıkılması sırasında 2 ATP tüketilmekte ve 4 ATP oluşmaktadır ki 

böylece net kazanç 2 ATP olmaktadır. Glikolizle oluşan ATP, ATPaz’ların iyon 

pompalama işlevleri için kullanılır. Eritrosit hücresinin temel görevi dokulara O2 

bırakarak CO2 almaktır. O2’in eritrositlere bağlanması, transportu ve bırakılması, 

metabolik olarak enerji harcanmasını gerektirmez.  

Eritrositlerdeki anaerobik glikolitik yol, aynı zamanda NADH sağlar. Glikolizde 

gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz tarafından oluşturulan NADH, methemoglobindeki 

Fe+3
  

’ün methemoglobin redüktaz tarafından Fe+2
  
şekline indirgenmesinde kullanılır. 

Methemoglobin hemoglobinin oksijene bağlanması ve salıverilmesi sırasında 
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hemoglobin yapısındaki 2 değerlikli demirin 3 değerlikli demire yükseltgenmesiyle 

oluşur.   

 

2.4. Pentoz Fosfat Yolu 

Pentoz fosfat yolu alyuvarlar ve beyin doku hücreleri gibi bazı hücrelerin temel 

enerji kaynağı olan glukozun oksidasyonu için başvurulan glikolize alternatif bir 

oksidatif yoldur. Eritrosit içine giren glukozun %90’ı glikolitik yolla okside olurken, 

%10’luk bir kısmı ise pentoz fosfat yolu ile metabolize edilir22. 

Pentoz fosfat yolunda indirgeyici biyosentez reaksiyonları için gerekli 

NADPH’lar üretilmektedir. Olgun eritrositlerin biyosentez yeteneğinin olmaması 

nedeniyle pentoz fosfat yolunun eritrositler için önemi indirgenmiş glutatyon (GSH) 

düzeylerini dengede tutabilmek için gerekli NADPH’ların elde edilmesidir. GSH’ın 

görevi ekzojen ve endojen kaynaklı peroksit ve diğer reaktif oksijen türlerine karşı 

eritrositleri korumaktadır. 

Heksoz monofosfat yolu da denen bu yolun temel görevi, eritrositlerin savunma 

sisteminde kullanılan NADPH’ın üretilmesidir. Üretilen NADPH'lar genel olarak; 

İndirgenmiş glutatyon, steroidler, bazı amino asitler, yağ asitlerinin sentezi ve DNA 

sentezi için ribonükleotidlerin deoksiribonükleotidlere dönüşmesi gibi birçok 

reaksiyonda kullanılırlar.3,19,23,24. 

Pentoz fosfat yolu, glukoz 6-fosfatın l nolu karbonunun dehidrogenasyonuyla 

başlar. Bu reaksiyon glukoz 6-fosfat dehidrogenaz enzimi tarafından katalizlenir. 

Reaksiyonun ürünü 6-fosfoglukono-δ-laktondur. Bir sonraki   basamak   6-fosfoglukono 

δ -laktonun   laktonaz   enzimi   katalizörlüğünde   6-fosfoglukonata    hidrolizidir. 6 

karbonlu    şeker daha sonra    oksidatif dekarboksilasyonla ribuloz 5-fosfata dönüşür. 
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Oluşan  bu 5 karbonlu şeker ve türevleri ATP, CoA, NAD+, FAD, RNA ve DNA gibi 

hücre için hayati öneme sahip biyomoleküllerin yapısına girerler.  Bu reaksiyonda 

koenzimi NADP+ olan 6-fosfoglukonat dehidrogenaz enzimi görev alır. Pentoz fosfat 

yolu reaksiyonları sonucu bir glukoz molekülü başına iki NADPH ve bir riboz 5-fosfat 

meydana gelmektedir. Pentoz fosfat yolunda oksidatif reaksiyonla glukoz 6-fosfat rıboz 

5- fosfata oksitlenirken toplam 2 NADPH üretilir2,23.  

Bu olayın toplam reaksiyonu; 

  “Glukoz 6 fosfat + 2NADP ——> Riboz 5-fosfat + 2NADPH + 2H + CO2”dir.  

 

             Pentoz fosfat yolunda oksidatif ve non-oksidatif faz olarak iki yol işlemektedir. 

Oksidatif fazda son ürün olarak riboz  5 fosfat üretilir, çoğu dokuda yol burada 

noktalanır ve oluşan riboz  5-fosfat, nükleotid sentezine yönlenir. Eritrositlerde olduğu 

gibi primer ihtiyacı NADPH olan dokularda ise Nonoksidatif fazda riboz  5-fosfattan 

önceki ara ürün olan riboloz  5-fosfat transaldolaz ve transketolaz enzimleriyle tekrar 

Glukoz 6-fosfata katalizlenir (Şekil 1)23. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 13

 

 
          Şekil 1: Pentoz fosfat yolu23 

 

 

 

2.5. Glutatyon Yolu 

Glutatyon (GSH) hemoglobin ve diğer eritrosit proteinlerini oksidatif hasardan 

koruyan bir tripeptiddir. Metabolik yol glutatyon redüktaz enzimi tarafından NADP ‘nin 

reversible oksidasyon ve redüksiyonu aracılığı ile pentoz fosfat yoluna bağlanır. 

Glutatyon peroksidaz, hidrojen peroksidin (H2O2) suya (H2O) dönüşümünü katalizler 

(Şekil 2)3,7,25. 

Glutatyonun eritrositlerde devamlı olarak sentezlenmesi gerekir. Bu sentezde 

glutamil sistein sentetaz ve glutatyon sentetaz enzimleri görev alır. Glutamil sistein 

sentetaz, glutamik asit ve sisteinden dipeptid oluştururken, glutatyon sentetaz dipeptide 
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glisin bağlanarak glutatyon oluşumunu kataliz eder. Her iki reaksiyon için ATP gerekir 

(Şekil 2)23,26. 

Oksidatif ajanlardan (enfeksiyonlar, bazı ilaçlar, bakla) kaynaklanan Hidrojen 

peroksit (H2O2), süperoksit anyonu (O2
-) ve serbest hidroksil radikalleri (OH-) hücre 

için son derece toksiktir. GSH, H2O2 ve organik peroksitlerle reaksiyona girerek 

zehirsizleştirme (detoksifikasyon) işlemlerinde görev yapar. 

Hemoglobine oksijen bağlanması sırasında da güçlü bir oksidan olan süperoksit 

anyonu (O2
-) oluşur. Son derece toksik olan süperoksit anyonu, süperoksit dismutaz 

(SOD) etkisiyle hidrojen perokside (H2O2) dönüşür.  

 

 

 

            Şekil 2: Glutatyon yolu23 
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Hidrojen peroksidin ve diğer peroksitlerin glutatyon peroksidaz etkisiyle etkisiz 

hale getirilmesi sırasında GSH yükseltgenir ve yükseltgenmiş glutatyon (GSSG) haline 

dönüşür (Şekil 3). Yükseltgenmiş glutatyonun glutatyon redüktaz vasıtasıyla 

indirgenerek yeniden kullanılabilir hale dönüşmesi için NADPH gerekmektedir3,25,27-29 . 

Ayrıca eritrositlerde hemoglobin yapısındaki demirin indirgenmiş halde (Fe+2) 

tutulmasında glutatyonun rolü bulunmaktadır. Fonksiyonel olmayan methemoglobinin 

yapısındaki yükseltgenmiş demirin (Fe+3) indirgenmesi sırasında glutatyon 

tüketilmektedir. Bu nedenle eritrositlerin indirgenmiş glutatyona olan gereksinimleri 

oldukça fazladır (Şekil 3)30. 

 

 

 

Şekil 3: Pentoz fosfat yolu, Glutatyon yolu ve hemoliz 
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G6PD eksikliği olan hücrelerde oksidatif ajanların (enfeksiyonlar, bazı ilaçlar, 

bakla) neden olduğu  hemoliz genel olarak 2 yolla gerçekleşir 

  1-Heinz cisimciklerinin oluşumuyla beraberdir. Oksidan ajanlara mazur kalan 

eritrositlerde G6PD eksikliğide hidrojen peroksit ve serbest radikal artışı ile GSH okside 

olmaktadır. Okside glutatyon (GSSG) ve hemoglobinde mevcut sülfidril (SH) 

gruplarıyla oluşan sülfidril mixleri hemoglobinde konformasyonel değişim meydana 

getirerek irreversible denatürasyon ve Heinz cisimciklerinin presipitasyonuna neden 

olmaktadır. Heinz cisimcikleri eritrositin yassılaşmış bölgesinde membranın iç 

tarafındaki proteinlere bağlanarak görünür bir şekilde şişlik verebilirler. Bir veya birkaç 

tane olabilen Heinz cisimciği inkluzyonları dalaktan geçerken fagositoz yoluyla alınır, 

önce eritrosit membranında kayba sonra da eritrositin tamamen parçalanmasına neden 

olur. Normal eritrositlerde okside glutatyon, glutatyon redüktaz enziminin kataliziyle 

redükte glutatyona çevirerek hemoglobin ve diğer sülfidril gruplarını oksidasyondan 

korurken, G6PD eksikliği olan hücreler bu işlemi gerçekleştiremediğinden hemoliz 

meydana gelmektedir3,4,7,31,32 . 

2- Serbest O2 radikalleri ve H2O2 eritrosit membranındaki protein  ve lipidleri 

okside ederek aggregate format (kümeleşme) oluşturur. Membran ve sitoplazma 

proteinlerinin sülfidril gruplarını etkileyerek disülfit köprüleriyle birbirlerine bağlanarak 

çökmesine ve mebran bütünlüğünün bozulmasına neden olur. Lipidlerde ise doymamış 

yağ asitlerinin çift bağlarına bağlanarak membranın lipid kompozisyonunu değiştirir.  

Böylelikle  hücre membranı esnekliğini kaybettiğinden damar içi stresle hemoliz 

gerçekleşir (Şekil 4)33,34 . 
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Şekil 4: G6PD eksikliğinde hemolizin oluşum mekanizması 

 

2.6. G6PD enzim eksikliği 

G6PD enzim eksikliğinde özellikle yeni doğanda sarılık ve belirli ilaçlara karşı 

hassasiyet artarken, bakla ve enfeksiyonlar hemolitik anemiyi provake edebilmektedir. 

G6PD eksikliğinin yol açtığı önemli sağlık sorunları şunlardır: 

 ∗ Belirli ilaçların ve bakla gibi besinlerin vücuda alımı sonrasında açığa çıkan 

ekstra oksitleyici ajanlar tarafından uyarılan hızla ve aniden gelişen ölümcül olabilen 

akut hemolitik kriz. 

∗ G6PD eksikliğine sahip yeni doğan bebeklerin bazılarında doğum sonrası 

ortaya çıkan ciddi yeni doğan sarılığı ve buna bağlı kernikterus. 

∗ G6PD eksikliğine bağlı kalıtsal nonsferositik hemolitik anemi8,33,34. 

 

1.Yeni doğan Sarılığında (YDS) görülen hemolitik anemi 

YDS nın (Neonatal Jaundice – NNJ) kliniği ile G6PD enzim eksikliği arasındaki 

ilişki 2 şekilde farklılık göstermektedir. Doğumda sarılık görülür, nadiren de ikinci veya 

üçüncü günde görülür. Anemiden  daha çok sarılık görülür ve aneminin şiddeti daha 

azdır35. 
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Yeni doğan bebeklerde G6PD enzim eksikliği varlığında, doğumun  ilk 

günlerinde karaciğer fonksiyonlarının tam çalışabilir düzeyde olmaması ve ciddi enzim 

eksikliği nedeniyle  bilirübinin yeterli hızda metabolize edilemez ve sarılığa yol 

açmaktadır Yeni doğan eritrositlerinin, glutatyon peroksidaz, katalaz ve vitamin E 

eksikliği sonucu olarak ortaya çıkan oksidatif stresle başa çıkma kapasiteleri düşük 

olduğundan, hemolitik anemi oluşma riski, yetişkinlerden daha fazladır. Tedavi 

edilmediğinde kernikterusa neden olur. Kerniktrusta, kanda yükselen bilirübin kan 

beyin bariyerini geçerek beynin bazı çekirdeklerine zarar verir, çocukta zeka geriliği ve 

spastik felce neden olabilir. Aneminin erken teşhisi norolojik sakatlıklardan kaçınma 

açısından oldukça önemlidir4,12,36. 

Lyon hipotezine göre kızlarda aktive olan X'e bağlı olarak lyonizasyon 

derecesine göre şiddeti değişken hastalık tabloları olabilir. Yine de etkilenen erkek 

bireylerde tablo daha ağırdır. Asya’da görülen G6PD eksikliklerine bağlı yeni doğan 

hemolitik anemiler erkek çocuklarda %4.47, kız çocuklarda ise %0.27 olarak tespit 

edilmiştir4,37. 

 

2.İlaçlara bağlı görülen hemolitik anemi 

Daha çok Amerikan zencilerinde ve Akdeniz mutasyonu tipinde görülür. Ciddi 

düzeyde G6PD eksikliği olan kişilerde oksidatif ilaç alımından sonra 18-72 saat içinde 

ani ve hızlı gelişen akut hemolitik anemi ortaya çıkabilmektedir. İlaçların (Primaquine, 

Nitrofuranlar, Sulfonlar, Naftalin, Aspirin vb) metabolizması sırasında üretilen serbest 

oksijen radikalleri G6PD eksikliğinde eritrositleri hasara uğratmaktadır. Aynı etken 

madde, G6PD eksikliği olan bireylerde her defasında aynı etkiyi yapmayabilir, ayrıca 

farklı bireylerde de, heterojen klinik seyir gösterebilmektedir. Akut hemolitik anemide, 
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hemoglobinüri, retikülositozis, periferik kanda Heinz cisimcikleri, parçalanmış 

eritrositler, tespit edilir. Akut hemolitik anemi atakları arasında hemoglobin düzeyi 

normaldir4,35,38. 

 

3.Enfeksiyonla görülen hemolitik anemi  

Enfeksiyonla ortaya çıkan hemoliz klinik olarak görülen hemolizlerin daha 

yaygın bir sebebidir. Birçok farklı enfeksiyon, G6PD eksikliği taşıyan hastalarda 

hemolizi indükleyebilir. Herhangi bir travmaya veya enfeksiyona maruz kalan dokular, 

immunolojik olan veya olmayan bir etkene karşı, fagositik hücrelerle korunmaya 

çalışırlar. Enfeksiyon durumlarında nötrofillerin ve makrofajların aktivasyonu gözlenir. 

Bu da PFY üzerinde glukoz metabolizmasını ve oksijen tüketimini 2-20 kat artırır. 

Oksijen tüketimindeki artışla birlikte nötrofillerin ve makrofajların O-
2, ile H2O2 

salgıladıkları ve bunların dokularda birikimi ile eritrositleri hasara uğrattıkları 

düşünülmektedir39. 

4.Favizm  

Baklanın (Vicia Faba) hemolitik etkisi, “vicine” ve “convicine” olarak 

adlandırılan iki glukozidik pİrimidin türevine ve bunların “glucoside divicine” ve 

“isouramil” denilen hidrolitik ürünlerine bağlanmaktadır Bu ajanlar otooksidasyona 

giderek reaktif oksijen radikalleri oluşturur. “Vicine, convice, askorbat, ve L-dopa” 

baklada fazla miktarda bulunan toksik olarak düşünülen bileşiklerdir. Bu bileşikler 

serbest oksijen radikalleri üreterek redükte glutatyonu oksitler ve G6PD eksikliği 

görülen bireylerde hemolize neden olur. Favizm geçirmiş kişiler, kesin olarak G6PD 

eksikliğine sahiptirler. Ancak G6PD eksikliği olan her birey, bakla yediğinde, akut 

hemolitik krize girmesi söz konusu değildir4,40-42.  
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5.Konjenital non sferositik hemolitik anemi (CNSHA) 

Bu grup hastalar hafif şekilde azalmış eritrosit yaşam süresine sahiptirler. 

Birçoğu klinik olarak normaldir ve düşük hemoliz gösterdikleri için laboratuar 

metodlarıyla tespit edilemeyebilirler. Küçük bir bölümü konvansiyonel metodlarla 

kolaylıkla tespit edilebilen hemoliz derecesine sahiptirler ve açıklanamayan sarılıkları 

vardır. Sıklıkla başlangıcı doğumla birliktedir, yeni doğan sarılığına dayanır, ileri 

yaşlarda anemi tekrar eder. Hemoliz, çok değişik şiddetlerde ortaya çıkabilmektedir. 

Kronik hemoliz, genelde hafif veya orta şiddette ortaya çıkmaktadır. Ancak nadir 

rastlanılan bazı G6PD varyantlarında sürekli transfüzyon gerektirecek kadar şiddetli 

hemoliz olabilir. 

Anemi genellikle normokromdur, eritrosit morfolojisi genellikle karakteristik 

değildir. Kemik iliği normoblastik hiperplazi gösterir. Kronik hiperbilirübinemi, azalmış 

haptaglobin, artmış laktat dehidrogenez vardır ve hemoglobinüri nadirdir. Dalak küçük 

çocuklarda genellikle hafif büyümüştür, takip eden dönemlerde büyüklüğü artabilir35. 

CNSHA, G6PD A- ve Mediterranean gibi yaygın, polimorfik varyantlarda 

görülmez. Kronik hemolizle ilişkisinden dolayı sınıf 1 olarak kabul edilen nadir 

mutasyonlarda rastlanır. Kalıtsal nonsferositik hemolitik anemiye yol açan G6PD 

mutasyonlarının büyük bir kısmı, enzimin NADP’yi veya G6P’ı bağladığı bölgede 

kümelenmiştir4. 

 

6. Enzim eksikliğinin diğer etkileri 

G6PD eksikliğinin hücrede oksidatif stresin artmasına, aynı zamanda NO (nitrik 

oksit) üretiminin azalmasına bağlı olarak hipertansiyon, diabetes mellitus ve 

ateroskleroz gibi patolojik durumların ortaya çıkmasına neden olduğu bildirilmiştir 
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Hücrede oksidatif hasarların neden olduğu yaşlanma ve kanser gibi hastalıklar G6PD 

eksikliğinin bir sonucu olarak düşünülmektedir. Enzim eksikliği görülen hastalarda kalp 

ameliyatlarından sonra şiddetli hipoksi, artan hemoliz gözlenmekte ve daha fazla kan 

nakline ihtiyaç duyulmaktadır. Bakteriyel ve viral infeksiyonlarda oksidatif metabolitler 

açığa çıktığından hemoliz oluşmaktadır. Hepatit A ve hepatit E’li hastalarda enzim 

eksikliğinin şiddetli hemoliz meydana getirdiği belirtilmiştir43-45. 

 

2.7. Glukoz 6 Fosfat Dehidrogenaz (G6PD)  

Pentoz fosfat yolunun ilk ve kilit enzimi olan Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz 

(G6PD; EC 1.1.1.49); bakteri, protozoa, mantar, sinek, balık ve memelileri içeren geniş 

bir canlı topluluğunda bulunmaktadır. Bu nedenle her canlıda var olan anlamına gelen 

“ubiquitous” enzim olarak tanımlanmaktadır. Buna ilaveten üstlendiği biyokimyasal rol 

nedeniyle yaşam için gerekli olan anlamına gelen “housekeeping” enzim olarak da 

isimlendirilmektedir1,46-48.   

G6PD eksikliği, enzim aktivitesinin yada stabilitesinin azaldığı genetik bir 

hastalıktır. Enzim tüm hücrelerde bulunmasına reğmen, eritrositler bu eksiklikten en 

çok etkilenen hücrelerdir. G6PD eksikliği bazı ilaçların kullanımıyla, enfeksiyonlar 

sırasında, neonatal dönemde, bakla tüketimiyle ve diğer stres koşullarında hemolitik 

anemiyle sonuçlanabilir. 

 

2.7.1. G6PD Geni 

G6PD geni X kromozomunun uzun kolu üzerinde Xq28 bölgesinde lokalizedir. 

20114 bç (baz çifti) uzunluğunda, 13 exon ve 12 introndan oluşmaktadır (Şekil 5). 515 

aa (amino asit) uzunluğundaki G6PD enzimini, genin 1545 bç uzunluğundaki şifrelenen 
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bölgesi kodlamaktadır. En kısa exon 38 bç den oluşan 3. exon, en uzunu 771 bç den 

oluşan 13. exondur. 2. intron dışındaki bütün intronların uzunluğu 300 bç den kısadır. 

İkinci intron 11 kb (kilobaz) uzunluğundadır. 2625 bç uzunluğundaki G6PD mRNA’dan 

exon 1’in tamamı, exon 2’nin ilk 8 bç, exon 13’ün ilk 88 bç ve 31 ucundan 608 bç 

proteine dönüştürülmez1,14,49-54.  

Şekil 6’da G6PD geninin X kromozomu üzerinde bulunduğu bölge, Şekil 7’de 

genin mRNA sekansı, kodlanan baz dizisi ve amino asit sekansı verilmiştir54.

 

 

 

Şekil 5: G6PD geni; 13 exon, 12 intron 
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Şekil 6: G6PD geninin X kromozomu üzerinde bulunduğu bölge54. 
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Şekil 7: G6PD geninin mRNA sekansı, kodlanan baz dizisi ve amino asit sekansı54.   
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      Şekil 7’nin devamı: 
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2.7.2. G6PD Geninin Kalıtımı  

G6PD, X’e bağlı kalıtım gösterir. Klinik tablo genellikle hemizigot erkeklerde 

görülüp, anneden kız veya erkek çocuğa geçmektedir. Hasta babanın erkek çocuklarında 

görülmezken, kız çocuklarına mutasyon taşıyıcısı X kromozomu mutlaka geçmektedir. 

Heterozigot dişi bireyler, germ hücrelerinde normal ve G6PD yetmezlikli X 

kromozomunu bir arada taşırlar. Bu nedenle normal veya G6PD yetmezlikli çocuklara 

sahip olabilirler ve G6PD yetmezlikli erkek çocuğa sahip oldukları halde kendileri 

klinik olarak sağlıklı olabilirler.  

Ekspresyondaki bu değişkenlik X inaktivasyonu işleminden kaynaklanmaktadır 

(Lyon hipotezi). Erken embriyo döneminde inaktive X kromozomlu bir hücreden yeni 

oluşacak olan bütün hücrelerde ilgili X kromozomu inaktif kalacaktır. Kadınlarda 

inaktive olan X kromozomu klinik tablonun çok hafif ya da çok ağır olmasından 

sorumlu olacaktır. Bu hipoteze göre; 

1. Kadınların her bir hücresinde iki X kromozomundan sadece biri aktif, diğeri 

inaktiftir (Barr cisimciği). 

2. İki X kromozomundan hangisinin aktif kalacağı embriyonun erken gelişim 

aşamalarında rasgele tayin edilir. 

3. Her bir hücrenin çoğalmasında aynı X kromozomu bundan sonra inaktif kalır. 

X kromozomunda G6PD yetmezlik geni taşıyan erkek klinik bulgu verir ve 

hemizigot G6PD yetmezlikli olarak tanımlanır. Dişi bireyler ise XX genotipine sahipse 

normal, X- X- genotipine sahipse homozigot ve X- X genotipine sahipse heterozigot 

G6PD yetmezlikli olarak tanımlanırlar. Heterozigot yetmezlikli kadınlar az veya çok 

ama mutlaka yetmezlikli hücrelere sahiptirler ve klinik olarak değişik şiddetlerde 

yetmezlik gösterirler. Bireyin her hücresinde enzim aktivitesi eşit derecede azalmış 
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olarak bulunamaz. Kadınlarda, tüm hücrelerde yalnızca bir X kromozomu aktif 

olduğundan, kadın heterozigotlar normal (sağlıklı) ve enzim defektli olmak üzere iki 

eritrosit populasyonuna sahiptir4,46,55-58.  

 

2.7.3. G6PD Enzimi 

G6PD enzimi monomeri 515 aa’den oluşur, molekül ağırlığı mikrobiyal türlerde 

50-60 kDa , memeli türlerinde ise 58-67 kDa arasında değişiklik göstermektedir. 

İnsanda 59 kDa’dur. Enzimin genellikle dimerik ve tetramerik yapısı aktiftir. Aktif 

formunu sıcaklık, NADP+, NADPH konsantrasyonu gibi çeşitli faktörler etkilemektedir. 

Yüksek pH ve iyonik kuvvet dimer, düşük pH ve iyonik kuvvet ise tetramer oluşumuna 

neden olur. Enzimin doğal substratı glukoz 6 fosfattır (G6P) ve 205. aa olan lizin 

bağlanır. Çeşitli türlerden elde edilen enzim, koenzim özgüllüğü bakımından NADP+ ye 

spesifiktir. NADP+  ise 386 ve 387. aa’lere bağlanır. Bir  enzim dimerinde 2 koenzim 

bağlama bölgesi ve 2 substrat bağlama bölgesi bulunur (Şekil 8)4,6,35,42,53. 

 

 

 
Şekil 8: G6PD enzim dimeri6. 
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2.7.4. G6PD Varyantları 

Dünyadaki en yaygın enzimopati olma özelliğini gösteren G6PD enzim eksikliği 

hemoglobinopatilerden sonra ikinci sıklıkta görülen kalıtsal bir hastalıktır. Dünya 

üzerinde 400 milyon kişinin enzim eksikliği taşıdığı saptanmıştır. Böyle bir yaygınlığa 

sahip enzimin, değişik kinetik özellik gösteren 400`ün üzerinde varyantı olduğu 

bildirilmektedir. Biyokimyasal özellikleri birbirinden farklı olan bu varyantların 

moleküler düzeyde çok farklı olmadığı gözlenmiştir. Bu varyantların çoğu dengeli bir 

polimorfizm göstermeleri nedeniyle herhangi bir oksidan ajanla karşılaşarak akut 

hemoliz atağı gösterinceye kadar asemptomatik olarak kalırlar13-16. 

İlk olarak 1950'nin başlarında, Amerikalı zencilerde, antimalaryal ilaçların 

araştırılması sırasında ortaya çıkan hemolitik tablolar ile G6PD yetmezliği tanımlanmış 

ve daha sonra ilerleyen çalışmalarla Akdeniz yöresinde yaygın olarak bulunduğu tesbit 

edilmiştir. Enzim yetmezliğinin en sık görüldüğü bölgeler, ekvatoryal kuşakta bulunan 

tropikal nitelikli bölgelerdir. Bu bölgelerin diğer bir ortak özelliği de sıtma endemisi 

görülen bölgeler olması ve yetmezlikli bireylerin sıtmaya karşı dirençli 

olmalarıdır4,5,9,35. 

Yaygın olarak görülen G6PD A varyantı bu alelleri taşıyan heterozigot bireyleri 

P. Falciparum ve P. Malariae infeksiyonuna karşı korumaktadır. G6PD A varyantının 

normal enzime göre aktivitesi 10 kez daha düşük olduğundan parazitin eritrositlerdeki 

normal gelişimi için gerekli olan GSH yetersiz kalmaktadır. Ayrıca, oksidatif hasarlara 

karşı daha duyarlı olan bu eritrositlerin yaşam sürelerinin kısalması eritrosit düzeyinde 

bir koruma sağlamaktadır4,5,9,35,59-61. 
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Normal G6PD’ın, A+ (Afrika tipi) ve B+ (Akdeniz tipi) olmak üzere 2 tipi vardır. 

G6PD B wild-type allel olarak kabul edilir. Enzimin Afrika’lılarda görülen ve normal 

aktivite gösteren, hemoliz görülmeyen A tipinin, B tipine göre yalnız bir amino asit 

farklılığı vardır ve B tipine göre elektroforezde daha hızlı yürür. Siyah Amerikan 

erkeklerinin yaklaşık %20’lik bir kısmı bu varyant A allelini taşımaktadır.  A- olarak 

adlandırılan tip ise klinik olarak önemli olan anormal G6PD enzim tipi olup, siyah 

Amerikan erkeklerinde %11 ile en sık görülen tiptir. İlaca bağlı hemolitik anemi ile 

yakın ilişkisi vardır. G6PD A  ve A- sıtmanın yaygın olarak görüldüğü Afrika’ya özgü 

olarak tanımlanmasına rağmen İtalya, İspanya, Güneydoğu Asya , Orta Doğu ve Güney 

Amerika kökenli beyazlarda da görülmektedir.  

Beyazlar arasında an yaygın görülen enzim defekti G6PD Mediterranean tipidir. 

G6PD B- olarak ta isimlendirilir. Enzim aktivitesi normalin %1’inden daha azdır ve 

daha çok Akdeniz bölgesindeki  beyazlarda daha fazla bulunan yaygın bir 

varyanttır2,4,61-65. Enzim eksikliği sıklığının bazı bölgelerde %15'e ulaştığı Güney Doğu 

Asya'da en yaygın varyantların, Mahidol ile Canton olduğu gözlenmiştir66.  

G6PD gen anomalilerinin en çok görüleni tek bir amino asit değişikliğine neden 

olan nokta mutasyonlarıdır. Bunun yanında delesyon ve splicing mutasyonlarıda vardır. 

Tablo 3’de Human Gene Mutation Database (http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php)16 

veritabanında, bugüne kadar tespit edilmiş G6PD mutasyon çeşitleri gösterilmiştir. 
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Tablo 3: 2007 yılı itibariyle tespit edilmiş mutasyon tipleri ve sayıları16. 
Mutasyon tipi Mutasyon sayısı 

Missense/nonsense 139 

Small deletions  8 

Gross deletions 1 

Splicing 1 

Total  149 

 

 

Değişik laboratuvarlarda tanımlanmış çok sayıda varyantın birbiri ile 

karşılaştırma güçlüğünü ortadan kaldırmak, yeni varyant belirlemenin standartlarını 

oluşturmak amacı ile 1967 yılında toplanan WHO (World Health Organization) 

Bilimsel Komitesi eritrosit G6PD enzim aktivitesi, elektroforetik analiz ve inhibitörlere 

yanıt gibi değişik parametrelerin varyantları tanımlamada kullanılmasını öngörmüştür. 

Tanımlanan varyantların oluşturduğu enzim eksikliği tablosu, elde edilen deneysel 

verilere ve klinik görünümlere göre de beş ana grupta toplanmıştır.  

1-Kronik nonsferositik hemolitik anemili grup, 

2-Genellikle hemolitik anemiye neden olamayan fakat; şiddetli enzim eksikliği 

gösteren grup (enzim aktivitesi %10'un altında), 

3-Orta derecede enzim eksikliği gösteren grup (enzim aktivitesi %10-60 arası), 

4-Çok hafif veya hiç enzim eksikliği göstermeyen grup (enzim aktivitesi 

normalin %60-100'ü arası) 

5-Artmış enzim aktivitesi gösteren grup5,22,63. 
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 Genin cDNA dizisi ve protein yapısına  OMIM – GENBANK internet sitesinde 

X03674 genomik numarasıyla ulaşılabilir (Şekil 7). 2. eksonun kodlanan bölgesindeki 

ilk ATG kodonundaki Adenin; 1  ile numaralandırılmış ve diğer varyantlarda bu 

numaralandırma baz alınarak isimlendirilmiştir. Dünya’da yaygın olarak tespit edilen 

varyant ve mutasyonların dağılımı, WHO sınıflaması ve yaygın olduğu bölgeler Tablo 

4’de gösterilmiştir. Bazı mutasyonlar bulundukları yerlerde farklı isimlerle 

adlandırılmışlardır. Tabloda alt alta yazılmış isimler aynı mutasyonun değişik 

bölgelerdeki farklı isimlendirmeleridir4,35,67,68.  
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Tablo 4:  G6PD varyant ve mutasyonlarının dağılımı, WHO sınıflaması ve yaygın olduğu bölgeler. *; 
çalışmamızda incelenen mutasyon tipleridir. 
Variant ismi Exon Nükleotid Amino asit WHO 

sınıfı 

Yaygın olduğu yerler 

Gaohe  

Gaozhou  

Sapporo-like  

Ex2 95 A>G 

 

32 His>Arg 2 Çin 

Sunderland Ex2 105-107 del 35 Ile del 1  

Aures Ex3 143 T>C 48 Ile>Thr 2 Cezayir, S.Arabistan, 

İspanya 

Asahi 

Castilla  

Alabama  

Ferrara 

Ex4 202 G>A 68 Val>Met 3 Afrika, İtalya, İspanya, 

Kanarya adaları, 

Meksika 

Ube 

Konan 

Ex4 241 C>T 

 

81 Arj>Cys 3 

 

Japonya 

 

A 

 

Ex5 376 A>G 

 

126 Asn>Asp 4 Afrika , İspanya, 

Kanarya adaları 

Mahidol  Ex6 487 G>A 163 Gly>Ser 3 Gney Asya, Çin, Tayvan 

Chinese-3 

Taipei 

Ex6 493 A>G 

 

165 Asn>Asp 2 Filipinler 

Santamaria 

 

Ex6 542 A>T 181 Asp>Val 2 Kosta Rika, İtalya, 

Kanarya adaları, 
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Tablo 4’ün devamı : 

Variant ismi Exon Nükleotid Amino asit WHO 

sınıfı 

Yaygın olduğu yerler 

Mediterranean*    

Dallas 

Birmingham 

Sassari 

Cagliari  

Panama 

Ex6 563 C>T 

 

188 Ser>Phe 

 

2 İtalya, Yunanistan, Suudi 

Arabistan, Türkiye, İran, 

Irak, İsrail, Mısır, 

Yahudiler, 

Yahudi kürtleri 

Seattle* 

Modena FerraraII 

Athens-like 

Mexico 

Ex8 844 G>C 

 

282 Asp>His 

 

2 İtalya, İspanya, Sardinya, 

Kanarya adaları 

Viangchan Ex9 871 G>A 291 Val>Met 2 Hindistan, Çin, Laos, 

Filipinler 

Kalyan Ex9 949 G>A 317 Glu>Lys 3 Hindistan 

S. Antioco* Ex11 1342 A>G 448 Ser>Gly ? Sardinya51 

Union* 

Maewo  

Chinese-2 

Ex11 1360 C>T 

 

454 Arg>Cys 

 

2 Laos, Filipinler, Çin, 

Japonya, İspanya, İtalya 

Canton Ex12 1376 G>T 459 Arg>Leu ? Çin, Taywan 

Kaiping Ex12 1388 G>A 463 Arg>His 2 Laos 
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Dünya’da bugüne kadar 400'ün üzerinde G6PD varyantı rapor edilmişken, 

ülkemizde bunların 20'ye yakını tespit edilmiş olup, büyük bir kısmı Çukurova ve 

Antalya bölgesinde saptanmıştır. Dünya’da en yaygın olarak gözlenen G6PD Akdeniz 

varyantının ülkemizde Çukurova ve Antalya bölgesinde yaygın olduğu moleküler 

düzeydeki çalışmalar ile gösterilmiştir. 1987 yılında Aksoy ve arkadaşlarının Çukurova 

bölgesinde yaptıkları çalışmada G6PD Adana, G6PD Samandağ ve G6PD Balcalı 

varyantlarını tarif etmişlerdir. Daha sonra G6PD Adana varyantının G6PD Akdeniz ve 

1311 polimorfik mutasyonu taşıdığı gösterilmiştir18,19. 

Türkiye’deki olgular daha çok Çukurova bölgesinde, Van’ın Başkale ilçesinde 

ve Yahudi Kürtlerinde bulunmaktadır. Türkiye genelinde %0.6, Eti Türkleri’nde %11,4, 

Çukurova bölgesinde %8.2, Kıbrıs’da %3.5 oranında G6PD eksikliğine 

rastlanmıştır7,28,69. 

 

2.8. G6PD yetmezliğinin tanısı için uygulanan yöntemler; 

G6PD yetmezliğinin tanısı  için enzim aktivitesi ölçümü yapılır. Dünyada yaygın 

olarak kullanılan 2 G6PD enzim aktivitesi ölçüm yöntemi ve 2 DNA analizi yöntemi 

vardır. 

1. Kalitatif floresan spot test 

G6PD aktivitesiyle oluşan NADPH ın tayini esasına dayanır. NADPH aktive 

edilerek UV ışığı ile floresan oluşumu miktarı gözlenir. Niteliksel olarak enzimin 

varlığını gösterir fakat bu test enzimin miktarına yönelik bilgiler vermemektedir.  

Kalitatif bir testtir ve sayısal bir değer verilemez. Diğer testlerle karşılaştırıldığında 

uyumluluk görülür. Basit, hızlı ve ucuz olması nedeniyle tarama amaçlı enzim tayinleri 

için kullanılabilir. 
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2. Kantitatif spektrofotometrik yöntem 

Spektrofotometrik olarak yapılan bu testler bireyin enzim miktarını tam olarak 

gösterebilmektedir. Hemizigot, heterozigot, ve homozigot bireylerin tümü 

belirlenebilmektedir. Bu yöntem NADPH’ın 340 nm (nanometre)’de verdiği absorbans 

değerinin ölçülmesine dayanır.  Biyokimya laboratuvarlarında rutin olarak kullanılan 

yöntemdir. Çalışma sistematiğinde 25 C de 1dk da 1 mM NADP’yi NADPH’a 

katalizleyen enzim miktarı, enzim aktivite ünitesi olarak tanımlanır ve değerlendirilir70-

72. 

3. PCR-RFLP; Restriction Fragment Length Polymorphism (Gen 

Ürününün Restriksiyon Endonükleazlar ile Kesilmesi ) 

Restiksiyon endonükleaz enzimleri, nükleik asit zinciri içinde yalnızca belirli 

baz dizisini tanıyıp zinciri bu diziden hidrolitik olarak kesen enzimlerdir. Böylece genin 

içinde olan mutasyonlar bu endonükleazlar ile kesilerek var olan kesilmemiş parçaların 

yapısından farklı olacaktır. Bu değişim agaroz elektroforezinde gösterilerek mutasyon 

noktasının ortaya çıkarılması sonucu moleküler düzeyde hastalık tanısı konmaktadır.  

İncelenecek olan G6PD gen bölgesi PCR da çoğaltılır. Mutasyon bölgesini 

tanıyan restriksiyon enzimiyle uygun ölçeklerde karıştırılarak, enzimin aktif olduğu 

sıcaklık ve sürede inkübasyon yapılır. İnkübasyon ürünü %2'lik agaroz jelde yürütülerek 

DNA'nın kesilip kesilmediği kontrol örnekle karşılaştırılarak  değerlendirilir50,69,73,74. 

4. PCR-SSCP; (Single Strand Conformational Polymorphism) 

Tek zincirli DNA’da molekül içi etkileşim nedeniyle her bir zincir farklı formda 

katlanıp kıvrılır ve zincirde değişik konformasyonlar oluşur. PCR-SSCP, değişik 

konformasyonlar içeren aynı uzunluktaki baz dizilerinin poliakrilamid jel 

ektroforezinde farklı hızda hareket etmesi üzerine kurulmuş bir yöntemdir. Mutasyon 
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içeren DNA molekülü normal diziden farklı bir yapı oluşturacağından, jel 

elektroforezinde normalden farklı yerde bant verecektir. Normal ve incelenen örnek 

beraber jele yüklenerek karşılaştırıldığında normalden farklı bantların bulunması 

örnekte mutasyonun varlığını gösterir. 

İncelenecek olan G6PD bölgesi PCR ile çoğaltılır. Amplikonlar PCR’da 90-

95°C'ye kadar ısıtıldığı zaman DNA hidrojen bağlarından ayrılarak iki ayrı tek zincir 

haline gelir. Ortam hızla 0°C'ye kadar soğutulduğunda zincirler karşılıklı 

birleşemeyerek ve kendi içinde kıvrılıp katlanarak ayrı ayrı iki yapı oluştururlar. 

Mutasyon içeren DNA molekülü normal halinden farklı konformasyonlar oluşturup 

elektroforezde farklı hızda yürüdüğünden jel elektroforezde normalinden ayırt edilirler. 

Bu yöntemle DNA fragmentinde baz değişiminin bulunduğu belirlenebilir fakat 

mutasyonun türü tespit edilemez75-77.  

2.9. Mikroarray ile G6PD Gen Mutasyonlarının Tespiti 

Mikroarray (Nanogen Elektronik Mikroarray): Tanımlanmış tek nükleotid 

değişimlerinin (Single Nucleotide Polymorphism - SNP) güvenilir, kısa ve verimli bir 

metodla tespiti özellikle rutin tanı açısından büyük önem taşımaktadır. Bu amaçla 

bugüne kadar geliştirilen metodlar PCR teknolojisinin sunduğu olanaklardan 

yararlanmışlardır. SNP'lerin teşhisinde yaygın olarak kullanılan metodlar arasında 

RFLP ve allel spesifik PCR analizi sayılabilir. Bu metodlar arasında RFLP nin her SNP 

için uygulanamaz oluşu ( SNP'in bulunduğu bölgede herhangi bir restriksiyon enziminin 

tanyıp kesebileceği dizinin olmaması) ve  allel spesifik PCR ise özellikle bazı SNP'lerin 

bulunduğu bölgelerde kesin güvenilirlikle optimizasyonunun zorluklar çıkarması 

açısından uygulamalarda güçlükler yaşanan tekniklerdir. 
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Son yıllarda geliştirilen array teknolojisinin otomasyona adapte edilmesiyle rutin 

analizlerde kullanma imkanı teknolojinin keşfinden bu yana üzerinde çalışılmış bir konu 

olmuştur. Nanogen array platformu cam bazlı array'lerden (glass array) farklı olarak 

kullanıcının tasarımına açık, elektronik array teknolojisine sahip olan ve rutin SNP 

analizlerinde yüksek güvenilirlik arz eden bir sistemdir. Nanogen array, SNP 

analizlerinin yanı sıra gen expresyonu analizlerinde ve bilinmeyen mutasyonların 

saptanmasında güvenilirlikle kullanılan bir teknolojidir. Yeni bir teknik olması ve kısa 

sürede rutine girmesi nedeniyle, günden güne gelişmektedir. Modifiye edilebilmeye 

elverişli olması nedeniyle yeni uygulamalarda da kolaylıkla kullanıma açıktır. 

Amerika Birleşik Devletleri’nde Teksas Üniversitesi Southwestern Tıp 

Merkezinde yapılan tetkiklerde SNP analizlerinde Nanogen'den %100 oranında 

doğruluk %3 oranında tamımlanamamış örnek sonucu alınırken, ayrıca Mayo Klinikte 

yapılan benzeri bir karşılaştırmalı araştırmada, Nanogen'de %100 doğru %5 oranında 

tanımlanamayan sonuç elde edilmiş, RFLP'de %94 doğru ve %6 hatalı sonuç alınmıştır. 

Bu sonuçlardan hareketle Nanogen platformunu öne çıkaran özelliği otomasyonun 

yanında hatalı sonuç vermemesi ve güvenilir olmasıdır78-80. 

Çalışma Prensibi 

Cihaz 2 ana parçadan oluşur 

1- Loader ; Amplikonlar array yüzeyine adreslenir, yüklenir. 

2- Reader ; Test alanlarından yayılan floresan ışımalar okunur. 

NanoChip 100 tane test alanına sahip olan elektronik bir mikrodizin 

platformudur. Cip yapısında DNA test alanlarına ek olarak bulunan kanal sistemi 

örneklerin test alanlarına gönderilmesi, hibridizasyon ve yıkama işlemlerinin 

yapılmasına olanak sağlar (Şekil 9). 
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The NanoChipTM Cartridge

Elektronik
arayüzey

Sıvı 
kanalları

Elektronik
Microchip

 
Şekil 9: Nanogen Kartuşu 

 

 

SNP analizlerinde 51 uçlarında biotinle işaretlenmiş PCR ürünlerinin kartuş 

yüzeyindeki test alanlarına gönderilmesi tercih edilmektedir. Kartuş yüzeyindeki DNA 

test alanları streptavidin molekülleri ile kaplıdır. Test alanlarına gönderilecek DNA 

molekülleri 51 uçlarından biotin ile işaretlenirler. DNA molekülleri sahip oldukları 

negatif elektrik yükü sayesinde test alanlarına elektronik olarak gönderilirken ulaştıkları 

test alanlarına sabitlenebilmeleri için 51 uçlarında bulunan biotin molekülünden 

yararlanırlar. Biotin molekülleri streptavidin ile özgül ve güçlü kovalennt bağ kurma 

özelliğine sahiptir. 

DNA molekülleri kartuştaki yerleşeceği yüzeye adreslendikten sonra sahip 

oldukları negatif elektrik yükü sayesinde cihaz tarafından otomatik olarak taşınırlar. 
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Elektronik olarak sadece adreslenen DNA’nın gideceği yüzey aktifleştirilerek 

streptavidin ve biotin’in etkisiyle DNA’nın o yüzeye sabitlenmesi sağlanır (Şekil 10).  

Test alanlarına stabil bir şekilde bağlanan PCR ürünlerinin analizi mutant ve 

wild (yabanıl) tip problarla hibridizasyona tabi tutularak yapılır. Daha sonra, bir lazer 

tarayıcısı kullanılarak ortaya çıkan fluoresan ışımalar tespit edilir.  

 

 

 
      Şekil 10 : Nanogen mikroarray kartuşunda amplikonların adreslendiği 100 adet test alanı. 

 

 

PCR Ürünleri 

Çalışılacak olan PCR amplikonların en az 200 – 400 bç uzunluğunda olması ve 

tanımlanmak istenen SNP'in, yaklaşık olarak çoğaltılacak PCR ürününün ortalarına 

gelmesi istenir. Ürünün biotinle işaretlenmesi PCR için kullanılan primerlerden birinin 

biotinli olmasıyla sağlanır. 
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Mutant - Wild type raportör 

Analizlerde tanımlanmak istenen SNP bölgesinin 51 ucuna bir wild tip bir de 

mutant ftlik bölgedeki baz dizisine özgül raportör 

oligonü

Şekil 11 ması. 
 

 

 tip yaklaşık 10-12 baz çi

kleotidler tasarlanır. Bu oligonükleotidlerin 51 ucuna da reader’ın lazer tarama 

ile tanıyacağı floresan işaretler ile renklendirilmiş mutant ve wild type universal 

(evrensel) raportörler tasarlanmıştır. Analiz edilen hedef dizi ile bir alakası olmayan ve 

uygulanan bütün testler için kullanılan bu floresan işaretli raportörlerin özgül diziye 

bağlanabilmesini sağlayabilmek için mutant - wild tip prob dizisinin 51 ucuna universal 

raportörün dizisi de bir kuyruk olarak takılır. Böylece hibridizasyon sırasında fluoresan 

işaretli universal raportörler, özgül diziye ait problara bağlanabilir (Şekil 11)81. 

 

 

 
: Amplikonlar üzerine stabilizör ve reporter’ların bağlan
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Stabilizör 

Nanogen sisteminde tek nükleotid değişimlerinin yabanıl tip veya mutant 

probların hibridizasyonu ile teşhisine kesin güvenilirlik özelliği kazandırmak için 

Nanochip teknolojisi bağımsız DNA molekülleri arasındaki baz etkileşim enerjisinden 

(base stacking energy) faydalanmaktadır. Baz etkileşim enerjisi DNA zincirleri boyunca 

nükleotidler arasındaki elektronların üst üste binmesi ile açığa çıkar. 

Diziye özgül raportör prob'un 51 ucunun hemen bitiminden başlayan 25-35 

nükleotidlik stabilizatör olarak tabir edilen bir ikinci oligonükleotid hibridizasyon 

aşamasına eşlik eder. Hibridizasyon sırasında stabilizör ve diziye özgül raportör uç uca  

PCR ürününe bağlanırlar. Yerleşen stabilizör 51 ucundaki baz ile raportörün 31 ucundaki 

baz arasında oluşan base stacking enerjisi hibridizasyonun kuvvetini arttıran bir etken 

olarak belirir. Kartuş hibridizasyon sonrası özgül olmayan bağlanmalardan arındırılmak 

üzere yıkamalara ve artan sıcaklığa maruz bırakılır (bu yıkama ve ısı protokolü her bir 

SNP testi için optimize edilir). Yabanıl tip probun mutant allele, mutant probun ise 

yabanıl allele bağlanması aralarındaki fark yalnızca bir bazdan ibarettir. Nanochip 

sisteminde uygulanan ısı ve yıkama işlemlerine ek olarak stabilizörün oluşturduğu base 

stacking enerjisi özgül olmayan bağlanmaların saf dışı edilmesinde etkinlik kazanır. 

Dolayısıyla SNP analizlerinde meydana gelebilecek yanlış eşleşmelerde test alanındaki 

DNA'ya bağlanmayan tek baz, stabilizör ile raportör oligonükleotid arasındaki 

etkileşimi değiştirecek bu da yıkama ve ısı uygulamaları sırasında söz konusu yanlış 

eşleşmiş probların uzaklaştırılmasını kolaylaştıracaktır. Base stacking enerjisinin en 

düşük olduğu ve bu nedenle en az arzu edilen baz kombinasyonu 2 hidrojen bağı olması 

nedeniyle Timin ve Adenin bazları arasındaki bağdır. Bu bilginin stabilizör ve raportör 

tasarımında göz önünde bulundurulması tavsiye edilmektedir. İlgilenilen DNA dizisinin 
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içeriği gereği stabilizör ve raportör arasında arzu edilen baz kombinasyonları 

oluşturulamaz ise  tasarımın diğer zincir (antisense) üzerinden yapılması önerilmektedir. 

Stabilizör tasarımında dikkat edilecek hususlar;  

• Raportörün uzunluğu 9-12 nükleotid arasında (evrensel kuyruk hariç), Tm’in 

(Temp  olmasına dikkat edilmelidir. 

ıdır. Birçok 

ri 

çalışma

rak YEŞİL (WILD) ve KIRMIZI (MUTANT) 

miktarl ğerlendirilir. Mutant floresan miktarı kırmızı 

piklerle

erature melting-Erime derecesi) de ortalama 30°C

• Stabilizör oligonükleotidler raportörlerin hemen aşağısında yer almalıdır. 

• Stabilizör oligoların Tm'leri 60°C'nin üzerinde ve 25-35 baz uzunlukta olmalıdırlar. 

Array teknolojinin faydalarından biride oldukça fleksibl olmas

laboratuar da kullanılan çeşitli probların pahalı  floresan boyalarla işaretlenmiş şekille

ları kısıtlamaktadır. Mikroarray, kartujların kullanıldığı, tamamiyle otomize 

edilmiş, son zamanların en etkili moleküler tekniğidir. Kartuj pozitif bir alanda negatif 

yüklü moleküllerin hızlı bir şekilde adreslenebildiği 100 adet elektiriksel  alan içerir. 

Hedef sekanslar floresanla işaretlenmiş spesifik oligonukleotid raportörlerin 

bağlanmasıyla, farklı sıcaklıklar uygulanarak mutant, heterozigot ve wild tiplerin 

ayrılabilmesi için  hibridize edilir. Raportör/hedef  hibridleri uygun olmayanlar 

uygulanan sıcaklıkla denatüre olurlar81. 

Değerlenirme;  

Cihazın yazılımı hem sayısal ola

arını verir, hem de grafikle de

, wild floresan miktarı da yeşil piklerle ifade edilir. Şekil 12’de görüldüğü gibi 

sadece yeşil pik varlığında; homozigot wild type, sadece kırmızı pik varlığında; 

homozigot mutant type, yeşil ve kırmızı piklerin birlikte varlığında; heterozigot mutant 

type olarak değerlendirilir. 
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   Şekil 12:  Nanogen yazılımında grafikle değerlendirme.    

 

 

ayısal olarak ; 

MUT / WILD < 1/ 5 ise homozigot WILD type,  

ILD 1/2 - 2.0 ve/veya   

 type, 

 mutant type olarak değerlendirilir.  

sında ise homozigot ve 

heteroz tin tekrar 

edilme

 

 

 

 

S

MUT / W

MUT = WILD (yaklaşık) ise ; heterozigot mutant

MUT / WILD > 5 ise ; homozigot

MUT / WILD ve WILD / MUT  oranları 2 ile 5 ara

igotluk açısından uygun bir değerlendirme yapılamayacağından tes

si gerekir. Sayısal değerler grafiklerle teyit edilir ( Şekil 13). 
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Şekil 13:  Nanogen yazılımında sayısal değerlendirme.    

 

 

Şekil 13’de görüldüğü üzere 1. satır 8 no’lu olgu ve 2. satır 7 no’lu olguda 

ŞİL (MUT / WILD) oranı yaklaşık 1 olduğu için heterozigot mutant 

type, 1. sat

enetikte 

• 

• Mutasyon taraması 

• Genotipleme 

• Genlerin ve klonların haritalanması 

• Kromozom mikrodelesyonlarının incelenmesinde kullanılmaktadır. 

 

KIRMIZI / YE

ır 10 no’lu olguda KIRMIZI / YEŞİL oranı yaklaşık 23 katı olduğu için 

homozigot mutant type, diğer bütün olgularda da KIRMIZI / YEŞİL oranı 1/5 den 

küçük olduğundan homozigot wild type olarak değerlendirilirler. 

 

Mikroarray’in Kullanım Alanları 

Moleküler biyoloji ve G

Gen expresyon analizleri 
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Hem to

• Multipl miyelom  

nal gammopati  

miler 

 malignitelerin moleküler sınıflamasında 

Önümü

• anısı, 

ilmesi, 

mesi, gibi alanlarda yaygın olarak 

a lojide : 

• Monoklo

• Kronik ve akut löse

• Lenfomalar gibi bazı

kullanılmaya başlamıştır.  

zdeki yıllarda gen exprasyon analizleriyle, 

Hematolojik hastalıkların t

• Hastalık alt gruplarının belirlenmesi, 

• Tedavi seçeneklerinin değerlendir

• Hastaya verilecek ilaçta dozaj belirlen

kullanılması beklenmektedir. 

 

2.10. Çalışmanın Amacı 

Bizim çalışmamızda Dünya’da ve Türkiye’de en yaygın olarak görülen  G6PD 

Medite larak 3 mutasyona daha bakılmıştır. Bunlar, Akdeniz rranean mutasyonuna ek o

iklimin

ktadır. 

İtalya, 

in görüldüğü bölgelerde en yaygın görülen 4 missense  mutasyon tipidir : 

1. Mediterranean (563 C→T); Exon 6’da lokalizedir, 563. baz olan Sitozin’in 

yerini Timin almıştır. Dolayısıyla 188. aa olan Serin yerine Fenilalanin kodlanma

Yunanistan, Suudi Arabistan, Türkiye, İran, Irak, İsrail, Mısır, Yahudiler ve 

Yahudi kürtleri’nde yaygın olarak görülmektedir. Dünyada en yaygın olarak gözlenen 

G6PD Akdeniz varyantının Ülkemiz’de Çukurova ve Antalya bölgesinde yaygın 

olduğu, moleküler düzeydeki çalışmalar ile de gösterilmiştir4,35,64,67,68,73.  
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2. Seattle (844 G→C); Exon 8’de lokalizedir. 844. baz olan Guanin yerine 

Sitozin geçmiştir ve 282. aa olan Asparjik asit yerine Histidin kodlanmıştır. İtalya, 

İspanya, Sardinya ve Kanarya adaları’nda  yaygın olarak görülmektedir68,82 . 

3.  San Antioco (1342 A→G ); Exon 11’de lokalizedir. 1342. baz olan Adenin 

yerine Guanin vardır ve 448. aa olan Serin yerine Glisin kodlanmıştır. Sardinya 

adaları 68  ’nda yaygındır .

4. Union (1360 C→T); Exon 11’de lokalizedir. 1360. baz olan Sitozin yerine 

Timin geçmiştir ve 454. aa olan Arjinin yerine Sistein kodlanmıştır.  Laos, Filipinler, 

Çin, Ja

lanmıştır.  

rup 

olup, s

önlemler alınırsa kişinin yaşamında önemli bir sağlık sorununa yol 

açmam

ile 

tedavi edilebilmektedir. Bu hastaların büyük çoğunluğunda etyoloji tespit 

ponya, İspanya ve  İtalya’da daha yaygın olarak görülmektedir68. 

Özellikle yeni doğan döneminde görülen ve sebebi anlaşılamayan hemolitik 

anemi olgularında nedeni ortaya koymak ve mutasyonu tanımlamak amaç

G6PD eksikliğine bağlı hemolizin şiddeti, vakadan vakaya ve hatta aynı varyant 

olsa bile değişebilmektedir. Sonuç olarak eritrosit enzimopatileri heterojen bir g

ebebi belirlenemeyen kronik hemolitik anemilerde veya herhangi bir oksidan ilaç 

alımı sonrası gelişen akut hemoliz olaylarında düşünülmesi gereken hastalıklardan 

biridir. 

Ciddi düzeyde G6PD eksikliği doğumdan sonra erken yaşlarda saptanır ve 

gerekli 

aktadır. Bu hastalığın tedavisi şu an için mümkün değildir. Ancak yol açtığı 

sağlık sorunları, erken teşhis yapıldığında ve akut hemolitik krizin meydana gelmesine 

neden olacak etken maddelerden uzak durulduğunda kesin olarak önlenebilmektedir. 

Bölgemizde yılda yaklaşık 500-800 hasta hemolitik anemi tanısıyla çocuk 

kliniklerine başvurmaktadır. Birçoğu ağır hemoliz geçirip ancak kan transfüzyonu 
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edilem

 

 

 

emektedir. Yeni doğan hemolitik anemi vakalarının bir kısmı Glukoz 6 Fosfat 

Dehidrogenaz enzimi eksikliğinden kaynaklanmaktadır. Gen seviyesinde bir 

mutasyonun var olup olmadığı, tedavi yaklaşımı ve aileye genetik danışmanlık 

açısından oldukça önemlidir. Bu yöntemi kullanma amacımız G6PD genindeki bu 

mutasyonları mikroarray teknolojisiyle, yüksek güvenilirlikle moleküler düzeyde 

incelemek ve mutasyonların bölgemizdeki insidansını ortaya koymaktır. Öncellikle, 

yeni doğan döneminde görülen ve sebebi belirlenemeyen hemolitik anemi olgularının 

etyolojisini araştırmak ve var ise G6PD mutasyonlarını tanımlamak amaçlanmıştır. 
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3. MATERYAL VE METOD 

3.1. MATERYAL  

3.1.1. Araç ve gereçler 

Çalışmada kullanılan araç ve gereçler; 

        Arçelik-İndesit 

        Uğur-İndesit  

     Biometra 

ge 

ystems  

   

-2 

 

 

Buzdolapları (+4) 

Derin dondurucular (-20)

Güç kaynağı     

Hassas terazi          Scaltec 

Mikrosantrifüj          Heraeus biofu

Mikrodalga fırın          Beko 

Otoklav          Nüve 

Otomatik DNA izolasyon cihazı (MagNA Pure Compact)     Roche 

Otomatik Pipet takımı        Eppendorf 

PCR cihazı           Applied Bios

pH  metre           InoLab

Saf su cihazı          Aqua RO 

Santrifüj          Heraeus 400 

Spekrofotometre          Cecil 

Ultraviole jel görüntüleme sistemi        Biometra 

Vakum pompası         Milipore 

Vortex           Vortex Genie

Yatay elektroforez düzeneği        Protrans 

Yatay çalkalayıcı         Wemixx 
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3.1.2. Kullanılan kimyasal maddeler 

Çalışmada kullanılan kimyasal maddeler ve sarf malzemeler; 

Agaroz      Sigma 

Sodyum klorür (NaCl)    Merk 

ılan Solusyonlar  

aq (5 u/µl), Amonyum sülfatlı 10X buffer (NH4)2 SO4 (1M) ve MgCl2 (25 mM) 

üretici llanıldı. 

da temin edildi. 10 mM elde etmek 

1:9 dH2

r firma tarafından 50 

mM’lık i 

ı. 

 

Sodyum hidroksit (NaOH)    Merk 

Amonyum sülfatlı ((NH4)2 SO4) 10X Buffer  Fermentas 

L-Histidin      Sigma 

Taq DNA polimeraz     Fermentas 

dNTP’s       Fermentas 

MgCl2        Fermentas 

Etidium bromide     AppliChem 

Jel yükleme tamponu      Sigma  

10x TBE stok solusyon    Invitrogen  

 

3.1.3. Kullanılan Solusyonlar ve Hazırlanması 

3.1.3.1. PCR da Kullan

T

firmanın önerdiği şekilde, dilüsyon yapılmadan ku

dNTP’s ; dNTP’ ler 100 mM’lık ambalajlar

O katılarak sulandırıldı ve kullanıldı.  

Her bir mutasyon bölgesi için forward ve reverse primerle

 ambalajlarda ayrı ayrı temin edildi. Her bir bölgenin 5 mM’lık primer mix

dH2O ile sulandırılarak hazırlandı ve kullanıld
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3.1.3.2. Agaroz Jel Elektroforez Solusyonları 

1. 1 X TBE Elektroforez Tamponu 

10 X TBE stok solusyonu 1:9 dH2O ile sulandırıldı. 

. Etidium Bromide Solusyonu 

 satın alındı. Her 50 ml’lik jele 

25 µl e

e çözüldü, mikrodalga fırında 500 watt’ta 2 dk 

kaynat

ükleme Tamponu  

. 1: 9 oranında sulandırılarak kullanıldı. 

.3. Mikrochip Solusyonları 

landı. 2-8˚C’de 

sakland . (En fazla bir hafta süre ile kullanılabilir). 

gr tartıldı ve dH2O ile 50 ml’ye tamamlandı. 1.5 ml’lik 

ependo

de saklanarak 2 ay süreyle kullanıldı. 

2

%1 lik Etidium bromide solusyonu hazır olarak

klendi. 

3. %2 lik Agaroz Jel 

1 gr agaroz tozu 50 ml 1X TBE il

ıldı. 

4. Jel Y

10x olarak temin edildi

 

3.1.3

1. 50 mM L-Histidin 

L-Histidine’den 3.88 gr tartıldı ve dH2O ile 500 ml’ye tamam

ı

2. 100 mM L-Histidin 

L-Histidine’den 0.776 

rflara 1 ml‘lik aliquatlar steril ependorfa hazırlandı, -20˚C’de saklanarak 2 ay 

süreyle kullanıldı.   

3. 0.3 M NaOH  

50 veya 100 ml’lik 1 M’lık  NaOH stoku hazırlandı. dH2O ile dilusyon yapılarak 

0.3 M ‘lık NAOH karışım elde edildi. 1.5 ml’lik steril ependorflara 1 ml‘lik aliquatlar 

hazırlandı ve -20˚C’
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4. 1 M Sodium phosphate, monobasic stock 

 ile 500 ml’ye tamamlandı. Oda 

sıcaklığ

 phosphate, pH 7.4 stock 

100 ml Sodium phosphate monobasic 

karıştır

 sıcaklığında saklandı. 

HSB) 

ate pH:7.4’e 14,58 gr Sodium chloride karıştırıldı ve 

dH2O i

68.99 gr Sodium phosphate, monobasic ve dH2O ile 500 ml’ye tamamlandı. Oda 

sıcaklığında saklandı. 

5. 1 M Sodium phosphate, dibasic stock 

70.93 gr Sodium phosphate, dibasic ve d.H2O

ında saklandı. 

6. 1 M Sodium

400 ml 1 M Sodium phosphate dibasic ile 

ıldı, 10 dk shakerlandı. pH’ı düşürmek için monobasic, yükseltmek için ise 

dibasic kullanıldı. Oda

7. 1 M Sodium phosphate, pH 7 stock 

350 ml 1 M Sodium phosphate dibasic ile 150 ml Sodium phosphate monobasic 

10 dk karıştırıldı. pH’ı düşürmek için monobasic, yükseltmek için dibasic kullanıldı. 

Oda sıcaklığında saklandı. 

8. Low salt buffer (LSB) 

25 ml 1 M Sodium phosphate pH:7’ye 475 ml dH2O katılarak hazırlandı. Oda 

sıcaklığında saklandı. 

9. High salt buffer (

25 ml 1 M Sodium phosph

le 500ml’ye tamamlandı. 
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3.2. METOD 

.2.1. Olgu Seçimi 

tatürk Üniversitesi Tıp Fakültesi Araştırma Hastanesinde Çocuk Hastalıkları 

servisine, sarılık veya sebebi açıklanamayan hemolitik anemi nedeniyle başvuran 800 

olgu G ikliği yönünden taranmıştır. Olguların enzim aktiviteleri Atatürk 

Üniver abilim Dalı'nda yapılan  kantitatif spektrofotometrik yöntem 

ile beli

n alındı ve sonuçları değerlendirmeye dahil 

edildi. 

t Nucleic Acid Izolation Kit I” kullanıldı. İzolasyon kitinin kartuşu cihazın 

yuvasına yerleştirildikten sonra hastanın WBC sayısı dikkate alınarak 200 - 300 µl kan 

örneği ilgili yerlere yerleştirildi. Cihaz 

çalıştır

e edildi. Aşağıdaki 

3

A

6PD enzim eks

sitesi Biyokimya An

rlenmiştir. Enzim aktiviteleri 4.00 U/gHb nin altında olan 60 olgu mikroarray 

yöntemi ile mutasyon analizine alınmıştır.  

DNA izolasyonu için, periferik kan örnekleri, venöz damardan steril bir şekilde 

enjektörle 1-2 ml alındı. Alınan kan K3 EDTA’lı tüplere aktarıldı. En geç 2 saat içinde 

total DNA izolasyonu yapıldı. Her hastadan kan örneği alınırken hemogram (Hb, RBC) 

çalışılması için 1-2 ml hemogram tüpüne ka

 

3.2.2. Kandan DNA izolasyonu                       

Otomatik DNA izolasyon cihazı ile yapıldı. İzolasyon kiti olarak “MagNA Pure 

Compac

2 ml’lik eppendorf tüpe konularak cihazda 

ılarak 20 dk içinde 100 µl izole edilmiş DNA elde edildi. 

 

3.2.3. Spektrofotometre ile DNA miktarının tayini 

İzole edilen DNA’ların 20 µl’si dH2O ile 1:30 sulandırılarak spektrofotometrede 

260 nm’de okutuldu ve Optik Dansite (OD-Absorbans) değerleri eld
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DNA derişimi formülü ile DNA miktarları hesaplandı. Olgularımızın DNA miktarları 

ortalam i. (50* : 1 cm ışık yollu 

küvette

   

r üç primer mix’i de 

aynı zamanda yonu beraber gerçekleştirildi. San 

utasyon bölgeleri aynı amplikon üzerinde olduğu için tek primer 

çifti ile tmek için kullanılan primerlerin baz 

dizileri

eattle R  primer; biotin - AGCTCAGTGCCTCGTCACA    

ACAGAACGTGAAGC 

   

rpıldı.  

Master  hazırlanan ve 

numara  tüplerine 25’er µl bölüştürüldü. Son olarak her hastanın 4’er µl 

A’s i. 

ası 24 ng/µl (dağılımı: 7.5 – 54) olarak tespit edild

 1 OD’ye karşılık gelen µg/ml biriminden DNA miktarı). 

DNA derişimi (µg/µl) = OD260 X Seyreltme faktörü X 50* 

            (µg/µl) = OD260 X 30 X 50* 

 

3.2.4. PCR (Polimeraz zincir reaksiyonu)   

PCR programı multiplex (triplex) olarak dizayn edildi. He

 konularak üç bölgenin amlifikas

Antioco ve Union m

 amplifiye edildi. Her 3 bölgeyi amplifiye e

; 

Med F primer; CCAGCAGAGGCTGGAACC 

Med R primer; biotin - ACCATGAGGTTCTGCACCAT    

Seattle F  primer; AGGGACGTGATGCAGAACC 

 S

San Ant-Union  F primer; biotin - CTCTCCCTC

San Ant-Union  R primer;  CCCATAGCCCACAGGTATGCAG 

  

   3.2.4.1. PCR master mix hazırlanması:  

Çalışılacak olgu sayısı ile aşağıdaki Tablo 5’de belirtilen hacimler ça

 mix hacminin totali belirlendi.  Buzlu su içerisinde her hasta için

landırılmış PCR

DN ı kendi tüpüne konularak  PCR’a yerleştirild
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Tablo 5 : PCR master mix içeriği. 

Çözeltiler Miktar
 

dH2O 13.1 µl

10X Buffer 2.5 µl

MgCl    (25 mM)  3 µl

s (10 mM) 

mix (5 mM) 

 (5 mM) 

ix (5 mM) 

0.4 µl

2

dNTP’ 1 µl

Med primer 1 µl

Seattle primer mix 1µl

San-union primer m 3 µl

Taq (5 u/µl) 

Hacim 25 µl

DNA 4 µl

       Total Hacim                29 µl 

 

 

3.2.4.2. PCR Programı: 

mal Cycler cihazı Ta o 6’ i g  ve süreleri girilerek 

rogramlandı. 0.2 ml’lik PCR tüplerine konulan mix’ler yerleştirilerek PCR işlemi 

aşlatıldı. 

 
 
 
 

 

Ter bl dak ibi sıcaklık

p

b
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Tablo 6 : PCR programı 

 First denaturasyon  :   95ºC           4 dk 

   

 

 Denaturasyon  : 95ºC           1 dk 

    Annealing  :           60ºC           1 dk               35 cycle 

     Extension   : 72ºC           1 dk    

  Final extension  : 72ºC         10 dk    

 

 

Me terran >T

a le ( 84 n 7 bç,

- n ->G e  U için  275 bç amplikonlar 

elde edilmiş oldu.      

PCR sonrası ürünlerin 5 µl’si  %2’lik agaroz jelde yürütülerek kontrol edildi. 

le her mutasyon için en az bir heterozigot kontrol örnek DNA’sı 

berabe

 

PCR sonucunda;  

1- di ean  (563 C-  )  için 195 bç, 

2- Se tt 4 G->C)  içi 16   

3 Sa  Antioco (1342 A ) v nion  (1360 C->T)  

Hasta DNA’ları i

r yürütüldü (Şekil 14). 
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Ş ükten 
sonra elde edilen PCR amplikon bant paternleri; a:  275bç, b: 195bç, c: 167 bç.  

 

 

3.2.5. Mikroarray’e yüklenecek PCR amplikonlarının purifikasyonu 

PCR dan çıkarılan amplikonun kullanımında en ideal sonucu alabilmek için 

saflaştırılması yani primer, DNA artıkları ve tuzlardan temizlenmesi gerekir. Bu a  

milipor

ürifikasyon plate’ler kullanılır. Amplikonların dışarıdan oluşturulan negatif hava 

asıncıyla bu filtrelerden süzülmesi sağlanır. Amplikonlar, diğer primer ve DNA 

artıklar ibinde 

kalırlar

ldekil 14 : 23 olgu ve Mediterranean heterozigot kontrolunun jel elektroforezde yürütü

maçla

e filtrelerle yapılan, molekülleri boyut ve biçimlerine göre ayırt edebilen 

p

b

ına nazaran daha büyük oldukları için zardan geçemezler ve plate’in d

.  

PCR’dan çıkarıldıktan sonra 5 µl’si yürütülen PCR ürünlerinden kalan 20-24 

µl’nin  üzerine 80 µl distile su eklendi. Toplam 100 µl ürün purifikasyon plağındaki 
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yerine yerleştirildi. Aspiratör  negatif hava basıncı 8-10 mbar olacak şekilde ayarlanarak 

çalıştırıldı. Plağın kurumaması önemlidir bunun için 5-10 dk beklendi. Sıvı bitmeden 

veya bitimine yakın mutlaka kontrol edildi ve üzerine dH2O eklendi. Aksi taktirde 

amplikonlar da porlardan geçecektir veya porlara yapışınca çıkarılamayacaktır. Göz 

kararı y

2

likonlar array yüzeyine adreslenir, yüklenir. 

2- Rea

üzeyine Yüklenmesi (Adreslenmesi). 

asit dizilerini nanochip kartuşlarının üzerindeki 

an test alanında 

der bir seferde 1-4 kartuşu 

aklaşık 5 µl sıvı kaldığı düşünüldüğünde aspiratör  kapatıldı, üzerine tekrar 100 

µl dH2O eklenerek işlem yeniden uygulandı. Bu işlem 3 kez tekrarlandı. Son aşamada 

30 - 35 µl dH O eklenerek yatay çalkalayıcıya yerleştirildi, 10 - 15 dk çalkalandı. 

Amplikonların miliporlardan çözünerek suya karışması sağlandı. Amplikonlar iyice 

pipetaj yapılarak pürifikasyon plate’lerden alındı ve her hasta için hazırlanmış 

eppendorf tüpüne kondu. 

Pürifikasyon sonrası amplikon kaybının var olup olmadığını anlamak için tekrar  

5 µl PCR ürünü %2’lik agaroz jelde yürütüldü.  

 

3.2.6. Mikroarray Aşaması 

Çalışma 2 aşamada yürütülür. 

1- Loader – yükleme; Amp

der – okuma; Sıcaklık, HSB, LSB, gibi etkenlerle stabilizer ve reporter’lar 

amplikonlara tutturularak yayılan floresan ışımalar okunur. 

 

3.2.6.1. Örneklerin Array Y

Loader; biotinlenmiş nükleik 

seçilmiş test alanlarına adresler. Cihaz otomatik olarak yüklenecek ol

elektrik akımı oluşturarak nükleik asitlerin yüzeye yapışmasını sağlar. Amplikonlar 

biotin - streptavidin interaksiyonuyla yüzeye bağlanır. Loa
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adresleme kapasitesine sahiptir. Amplikonlara spesifik loader map (yükleme haritası) 

kullanı şa transfer 

edilir. 

 olarak 

kartuş yüzeyinde histidin olacak şekilde bırakılarak 5-10 dk bekletildi. 

’ların kartuş üzerinde yerleşeceği yerler 

belirlen

n (100 mM) karışımı 

yapılar

erinin yerine High ve Low salt buffer (HSB – LSB) şişeleri 

yerleşt

larak tuzlardan arındırılmış amplikonlar 96 lik well plate’den kartu

Her bir amplikon 120 saniyede elektronik olarak adreslenir. Hibridizasyon ve 

yıkama işlemleriyle beraber toplam 2-3 saatte kartuj yüklenmesi gerçekleştirilir. 

 

Kartuş yükleme (loader) aşaması: 

Kartuş ile 50 mM Histidin  +4˚C’den ve 100 mM Histidin ile 0.3 M NaOH -

20˚C’den çıkarıldı ve oda ısısına gelmesi beklendi. Histidin çözüldükten sonra 

vortexlendi. Histidin şişesi Loader’a yerleştirildi ve Prime yapıldı. 

1. Kartuş 150 µl L-Histidin (50 mM) kullanarak 3 kez yıkandı ve son

2. Loader Map oluşturuldu; DNA

di, adreslendi. 

3. 96 lık well plate’in 1. kuyucuğuna 60 µl Histidin (50mM ) pipetlendi. 

4. Well plate kuyularına 30 µl Amplikon + 30 µl L-Histidi

ak pipetlendi. 

5. Bir kuyucuğa 60 µl NaOH (0.3M)  pipetlendi. 

6. Yükleme protokolü başlatıldı. 

 

3.2.6.2. Okuma (reader) aşaması: 

Okuma öncesi kalibrasyon için cihaz çalışmadan 45 dk önce açılmalıdır. 

Reader’daki su şişel

irildi ve Prime (başlangıç) yaptırıldı. 
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1. Yükleme yapıldıktan sonra kartuş loader’dan alındı veya +4˚C’e kaldırılmış 

ise çıka  

dan 15 dakikadan fazla bekletilmemesi 

gerekm

d type / Mutant / Stabilizer / Universal 

Report

Tablo 7 : Reporter karışımı 
 

rıldı ve oda ısısına gelmesi beklendi.

2. Kartuş HSB ile yaklaşık 150 µl kullanarak 3 kez yıkandı ve son olarak 

yüzeyinde HSB bırakılarak 10-15 dk bekletildi. (HSB kartuş üzerindeki ürünlerin 

sekonder bağlantı oluşumunu artıracağın

ektedir) 

3. Bu sırada Reporter karışımı (Wil

er) Tablo 7’deki miktarlarda konularak hazırlandı.   

 

 

WT reporter 1 µl 

MT reporter 1 µl 

Stabilizer 1 µl 

WT Universal Reporter 1 µl 

MT 1 µl 

 

 l 

 Universal Reporter 

High Salt Buffer 95 µl

Total Hacim 100 µ

 

 

 

  Her bir SNP için, bir stabilizer, bir wild type reporter, bir mutant reporter 

kullanıldı. Stabilizerler amplikonun 5ı
  
 ucundan, reporterler ise 3ı ucundan bağlanır. Her 

ir raporter benzer erime sıcaklığına  sahiptir.
 

b
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18 nükleotidlik 2 universal marker oluşturuldu. Başka bir genom sekansıyla 

ross match yapmayacak bu oligonukleotidler wild type raporterin kuyruğuna 

mple

ard ve reverse primerler, biotinlenmiş baz 

dizileri

 
Tablo 8
reporter 

c

ko menter olacak şekilde Cy3 ile işaretlenmiştir. Cy5 ise mutant reporterin 

kuyruğuna komplementerdir.  

Tablo 8’de her bir mutasyon için forw

, stabilizerlar, mutant ve wild type reporter dizileri gösterilmiştir. Şekil 15’da ise 

bu bölgelerin G6PD geni üzerinde elde edildikleri bölgeler gösterilmiştir. 

 

 

 : Forward ve reverse primerler, biotinlenmiş baz dizileri, stabilizerlar, mutant ve wild type 
dizileri 

G6_MedF  CCAGCAGAGGCTGGAACC 

G6_MedRB biotin ACCATGAGGTTCTGCACCAT 

G6_MedStab  CTCCCTGTTCCGTGAGGACCAGATCTACCG 

G6_MedC W CTGAGTCCGAACATTGAG-CCAACCACATCTC 

G6_MedT M GCAGTATATCGCTTGACA-CCAACCACATCTT 

G6_SeF  AGGGACGTGATGCAGAACC 

G6_SeRB bio in t AGCTCAGTGCCTCGTCACA 

G6_SeG W CTGAGTCCGAACATTGAG-AAACCACCAACTCAG 

G6_SeC M CAC GCAGTATATCGCTTGACA-AAACCACCAACT

G6_SanFB b  iotin CTCTCCCTCACAGAACGTGAAGC 

G6_SanR  CCCATAGCCCACAGGTATGCAG 

G6_SanStab TGAGG  CCCGCAGAAGACGTCCAGGA

G6_SanA W CTGAGTCCGAACATTGAG-TTAGTGCATCTGGCT 

G6_SanG M GCAGTATATCGCTTGACA-TTGTGCATCTGGCC 

G6_UnionC W CTGAGTCCGAACATTGAG-CTCACCTGCGC 

G6_UnionT M GCAGTATATCGCTTGACA-CTCACCTGCACA 
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Şekil 15 : G6PD geni üzerindeki forward ve reverse primerlerın baz dizileri (gri: forward ve               
 primerler, s ı: stab pe reporter dizileri). 

 
GAACGGGCCC CAG

        TCCCGGAAGGTGTTGAGCCAGAGGGTCATCTGGGAACACAAGGCACGGGAGGTGGCCACG   

reverse ar ilizerlar, kırmızı: mutant reporter ve yeşil: wild ty

                 GG CCGG CATGCCAGCAATGCCACCCTGGCACCCAGGGTGGGAAGGCT 

        GGGGCGAGGAGG TGGCTTC CTCTACTCCCCTGGGAGGGCGTCTGAATGATGCAGCTCTGA   
TCCTCACTCCCC GAGGGAA GGTTCAAGGGGGTAACGCAGCTCCGGGCTCCCAGCAGAGGC  
TGGAACCGCATCATCGTGGAGAAGCCCTTCGGGAGGGACCTGCAGAGCTCTGACCGGCTG 
TCCAACCACATC CCC  med TCCT TGTTCCGTGAGGACCAGATCTACCGCATCGACCACTACCTG 
 CCAACCACATCTT 
GGCAAGGAGATG CAGA
CCAGGGTGGGGGTGGTACTCAGGAGCCTCACCTGGCCCACTGCCTCCCCGAGGACGAATT 

GTG ACCTCATGGTGCTGAGGTGGGGCCAAGCCTGGGCCGGGGGA 

CCTCCAGAACTCAGACAAGGGTGACCCCTCACATGTGGCCCCTGCACCACAGAGGCCCAA 
GGTCAGTTCCTCCACCTTGCCCCTCCCTGCAGATTTGCCAACAGGATCTTCGGCCCCATC   
TGGAACCGGGACAACATCGCCTGCGTTATCCTCACCTTCAAGGAGCCCTTTGGCACTGAG 
GGTCGCGGGGGCTATTTCGATGAATTTGGGATCATCCGGTGAGAGCTCTTCCTCTCTCCT 
GGGAGGCTGGCACAGGGTGGCAGAGCCAGTCACCCTGCAGGGCTACTCTTCCCTATCTTG 
GGGGAGCTCCTCCTCACCCTGCAGTTCAAAACCTAAGTGTCTGAGCTATCAGACCGGGCT 
GGAAAGGGCTGGACCCCTACACAGCCAAGCACCCCACGGTTTTATGATTCAGTGATAGCA   
TCACCATGTCCTTCCTTGATTTAAGGGGACCTGGAAGACAAGGGGGATCAGGAAGTGAGT 
CTTGCAGCTTGTCACTAGGAAGCCTTGTTTGGGGTCCCCATGCCCTTGAACCAGGTGAAC 
AGGGCGGGGAGCTAAGGCGAGCTCTGGCCTCTTCCGTCCCCAGGGACGTGATGCAGAACC seattle 
ACCTACTGCAGATGCTGTGTCTGGTGGCCATGGAGAAGCCCGCCTCCACCAACTCAGATG 
                                             CCACCAACTCAC 
ACGTCCGTGATGAGAAGGTAGGGGGTGCACCCCAGTCCCCAGGAGCATGCCCTGTCGCAG 
GCCCATCTGTGACGAGGCACTGAGCTGGGGTGTGCATGCAGAGCAGGTGTCCTCAACCCC 
GGAGAAGTCACCACCTCTGAGCACAGCGTGGCCTCCCGGAGGTGACCTGGACTGGCAGTC 

CTATGTGACCAGGGAAGGCCAT 
  

ATGAAGCCCAAGTTGTCATGTCCCAGGCCTGACAGTCA
TGCCTCTCTGGGCCTCAGCTTGTTCATCAGAATAGACTCGAGATGGACCAGGGTGGTCCT 
GGAGGGTCCTCAGGGAGGGGCCCTGAGCTGGGCCTCTGGCAGGGTGAGCAGAGCCAAGCA 
GGGGCCTCCTCCTGCCCTGAGGGCTGCACATCTGTGGCCACAGTCATCCCTGCACCCCAA 
CTCAACACCCAAGGAGCCCATTCTCTCCCTTGGCTTTCTCTCAGGTCAAGGTGTTGAAAT 
GCATCTCAGAGGTGCAGGCCAACAATGTGGTCCTGGGCCAGTACGTGGGGAACCCCGATG 
GAGAGGGCGAGGCCACCAAAGGGTACCTGGACGACCCCACGGTGCCCCGCGGGTCCACCA 
CCGCCACTTTTGCAGCCGTCGTCCTCTATGTGGAGAATGAGAGGTGGGATGGTAGGTGAT 

CC GCCTTCGAGGCCCAGCAAGGCAGAACTGGGCATGCCCTGTGTGCGGGCACTGGAGCTC
ACTGAGACACTCACGCACTGGTCCACACCCTGAGAGAGCTGGTGCTGAGGCTGCCCTTTC 
CGCCACGTAGGGGTGCCCTTCATCCTGCGCTGCGGCAAGGCCCTGAACGAGCGCAAGGCC 
GAGGTGAGGCTGCAGTTCCATGATGTGGCCGGCGACATCTTCCACCAGCAGTGCAAGCGC   
AACGAGCTGGTGATCCGCGTGCAGCCCAACGAGGCCGTGTACACCAAGATGATGACCAAG 
AAGCCGGGCATGTTCTTCAACCCCGAGGAGTCGGAGCTGGACCTGACCTACGGCAACAGA 
TACAAGGTGCCCTACAGAGAAGGAGCAGTGTGGAGGGTGGGCGGCCTGGGCCCGGGGGAC 
TCCACATGGTGGCAGGCAGTGGCATCAGCAAGACACTCTCTCCCTCACAGAACGTGAAGC 
TCCCTGACGCCTACGAGCGCCTCATCCTGGACGTCTTCTGCGGG   san ant AGCCAGATGCACTTCG
                                             GCCAGATGCACC        
TGCGCAGGTGAGGCCCAGCTGCCGGCCCCTGCATACCTGTGGGCTATGGGGTGGCCTTTG  union 
TGTGCAGGTGAG 
CCCTCCCTCCCTGTGTGCCACCGGCCTCCCAAGCCATACTATGTCCCCTCAGCGACGAGC   
TCCGTGAGGCCTGGCGTATTTTCACCCCACTGCTGCACCAGATTGAGCTGGAGAAGCCCA 
AGCCCATCCC  CTATATTTATGGCAGGTGAGGAAAGGGTGGGGGCTGGGGACAGAGCCCAG
CGGGCAGGGGCGGGGTGAGGGTGGAGCTACCTCATGCCTCTCCTCCACCCGTCACTCTCC 
AGCCGAGGCCCCACGGAGGCAGACGAGCTGATGAAGAGAGTGGGTTTCCAGTATGAGGGC 
ACCTACAAGTGGGTGAACCCCCACAAGCTCTGAGCCCTGGGCACCCACCTCCACCCCCGC 
CACGGCCACCCTCCTTCCCGCCGCCCGACCCCGAGTCGGGAGGACTCCGGGACCATTGAC 
CTCAGCTGCACATTCCTGGCCCCGGGCTCTGGCCACCCTGGCCCGCCCCT  CGCTGCTGCT
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4 r karışımı 

klendi. 

5. Reader’da çalışılacak protokol açıldı ve okutma yapıldı. 

Reader’da “Temperature stripping protokol” uygulandı ve ortamdaki 

bağlanmayan reporterlar uzaklaştırıldı (Tablo 9). Her bir SNP için uygun ayırt edici 

sıcaklık wild type ve heterozigotlar gözetilerek Nanogen reader üzerinde yapıldı. 

Sıcaklık dereceleri ve süreler, çalışma protokolunü sağlayan firma tarafından en iyi 

sonuçları verecek şekilde optimize edildi. 

Yıkamalar bittikten sonra son olarak cihaz, lazer teknololojisiyle tek tek her bir 

alanı kontrol ederek Cy3 ve Cy5 in yaydığı floresan ışımaları tesbit etti. Bu ışımalara 

göre değerlendirme yapıldı. Örnekler heterozigot kontrollerle karşılaştırmalı olarak 

analiz edildi. Ham bilgi Nanogen software ile normalize edildi. Her bir SNP testinde 

heterozigot kontrol örnekler kullanıldı. Heterozigot örnek, elde ettiğimiz dataları 

normalize etmek için kullanıldı. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

. Kartuşun üzerindeki HSB çekildi ve yerine 100 µl’lik reporte

e
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Tablo 9 : Readerda uygulanan Temperature stripping protokolü  
(hsw: yüksek tuz yıkama, lsw: düşük tuz yıkama, scan: tarama) 
 

Med Seattle San Ant Union 

56˚C 56˚C 56˚C 56˚C 

60 sn 60 sn 60 sn 60 sn 

53˚C 45˚C 41˚C 46˚C 

30 sn 60 sn 30s n 30 sn 

50˚C hsw 38˚C 43˚C 

30 sn hsw 30 sn 30 sn 

48˚C hsw 36˚C 41˚C 

30 sn hsw 30 sn 30 sn 

47˚C hsw 35˚C 40˚C 

60 sn 24˚C 60 sn 60 sn 

hsw scan hsw hsw 

hsw  hsw hsw 

hsw  hsw hsw 

hsw  hsw hsw 

hsw  hsw hsw 

24˚C  scan 24˚C 

scan  lsw scan 

  lsw  

  hsw  

  24˚C  

  scan  
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Diğer mutasyo bölgesini (S attle) ok plikonlarına 

bağlı Cy3, Cy5 ve raporterlerin uzaklaştırılm kti. Bun n için; 

1- Kartuş 3 kez 150 µl dH2 ıkan

ez 150 µl NaOH ile yıkandı ve son yıkamada NaOH kartuşun 

üzerinde 3 dakika bekletildi. (Kesinlikle daha uzun değil, hasar görür). 

rtuşun çok iyi bir şekilde dH2O ile 

yıkanm

Son ler 

tekrarla şun üzerinde HSB 

konula anmış Seattle repoter karışımı 

eklend

içinde aynı işlemeler tekrar edildi. Yükleme sonrası 

okutma

 

 

n e umak için, Mediterranean am

ası gere u

O ile y dı. 

2- Kartuş 3 k

3- NaOH kartuşun üzerinden pipetajla uzaklaştırıldı. 

4- Kartuş  3 kez 150 µl dH2O  ile tekrar yıkandı. 

NaOH ile yıkamadan önce ve sonra ka

asına dikkat edildi. 

raki aşamada diğer mutasyonu okutmak için ilk okutmada yapılan işlem

ndı. HSB ile yaklaşık 150 µl kullanarak 3 kez yıkandı ve kartu

rak en fazla 10 dk bekletildi. HSB çekildi, hazırl

i. Reader’da çalışalacak protokol açıldı ve okutma yapıldı. 

Diğer mutasyonlar 

ya geçilmeyecekse kartuş dH2O ile yıkandı ve üzerinde dH2O bırakılarak 

+4˚C’ye kaldırıldı. Reader’daki çalışma bittikten sonra solusyonların yerine tekrar su 

şişeleri yerleştirildi ve kapatıldı. 
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4. BULGULAR 

Çalışmamızda 21’i kız (%35) 39’u erkek (%65) 60 olgu incelemeye alındı. 

lguların yaşları yeni doğan ile 7 yaş arasında değişmekte idi. Mutasyon tespit ettiğimiz 

2 hastanın anne ve babası da çalışmaya dahil ed di.  Çalışmamıza dahil edilen olguların 

doğum yerleri, yaş, cinsiyet, G6PD enzim aktivitesi, hemogram ve total bilirübin 

sonuçları Tablo 10’da sunulmuştur. Tablodaki verilere göre hastaların yaş ortalamaları 

.79 (dağılımı: 0 - 24 yaş), G6PD enzim aktivitesi ortalamaları 2.7 U/grHb (dağılımı: 

0.1 - 4.

 

 

 

O

il

2

8),   hemoglobin değerleri ortalamaları 13.25 gr/dl (dağılımı: 6.7 - 20.8), eritrosit 

sayılarının ortalamaları 5.66 s/mm3 (dağılımı: 3 - 15.7) ve total bilirübin değerleri 

ortalamaları 8.48 mg/dl (dağılımı: 0.3 - 31.8)   dir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 66

Tablo  : Çalışmamıza dahil edilen olguların doğum yerleri, yaş, cinsiyet, G6PD enzim aktivitesi 
hemogram ve total bilirübin sonuçları. * ; heterozigot mutant hasta,   ** ; hemizigot mutant hasta. 

Olgu

No 

AD 

SOYAD 

DOĞUM 

YERİ 

YAŞ 

 

CİNSİ

YET 

G6PD 

(U/grHb) 

HB 

(gr/dl) 

RBC 

(s/mm3) 

T. BİL 

(mg/dl) 

 10

 

1 G.Y. TOKAT YD E 2.7 13.3 7.5 14.3 

2 A.E.A. ERZİNCAN 4 E 3 11.4 3.33 14.75 

3 A.A. ERZİNCAN 12 ay E 3.3 9.6 12.6 30.78 

4 A.P ERZURUM 18 ay E 3 10.8 3.58 21.84 

5 B.T. ERZURUM YD E 2.5 14.7 5.19 12.77 

31.8 

8
9 24 

 2

 YD 1

 
 1

 T  

 ER  

ER  2

 Y  ER  

M  ER  

2

1 1  

E  

12  3

4  

ER  

ER  

A  

6 B.Ç. AĞRI 5 E 2 14.4 4.71 1.13 

7* Y.B. IĞDIR 6 ay K 1 10.3 3.88 

 
** 

Ş.B. IĞDIR 

IĞDIR 

21 K 

E 

4.8 

1.5 

12.1 

15.6 

5.16 

4.53 

0.84 

M.B. 1.44 

10 C.Ç. MUŞ 4 ay E 3.5 11.5 4.47 15.49 

11 B.T. ERZURUM E .2 16.8 4.98 14.05 

12 B.A. ERZURUM YD E 1.3 20 5.25 16 

13 B.K. ARDAHAN YD K .5 18.6 5.25 21.8 

14 .A.K. BİNGÖL 2 ay E 1.8 13.1 3.64 1.63 

15 A.A. ZURUM 6 E 2 11 4.47 0.34 

16 B.G. ZURUM YD E .9 16.3 5.09 18.5 

17 .C.Y. ZURUM 6 ay E 1.8 9.9 3 18.06 

18 .Z.U. ZURUM YD E 3.1 10.9 5.47 0.28 

19 K.A. KARS 3 E 2.9 13.2 5.20 0.33 

20* Z.B. IĞDIR 4 ay K 2.1 11.7 4.96 0.53 

21 Z.K. ERZURUM 2 ay K 2.8 9.7 3.35 6.13

22 A.Ç. ERZURUM 8 ay K 1.4 14.6 4.7 9.06 

23 N.Ö. RZURUM 4 K 0.1 13.1 4.2 2.6 

24 S.T. ARTVİN  ay K .6 13 10.6 13.1 

25 A.Ö. ERZURUM 2.5 K 2.6 11.6 3.93 7.5 

26 R.S.G ERZURUM 12 ay K 3.6 11.4 .83 0.69 

27 T.A. ERZURUM 8 ay E 1.9 13.6 4.5 3.4 

28 K.Ç. ZURUM 6 K 2.8 9.7 3.45 0.3 

29 A.K. ZURUM 5 E 3.8 14.3 5.13 1.3 

30 S.K. ERZURUM 12 ay E 3.5 12 8.5 9.4 

31 .S.A. ERZURUM 4 ay E 2.7 15.5 5.3 15.7 
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Tablo 10’u mı :

u 

 SOYAD  

C İ

YET 

G  

(U/ b) (gr/dl) (s 3) 

T  

(mg/dl) 

n deva   

Olg

No

AD DOĞUM 

YERİ 

YAŞ İNS 6PD

grH

HB RBC 

/mm

. BİL

32 E.O. ERZURUM 4 E 3.9 19.6 15.7 1.62 

33 Y  

M  2

6 M.U.K. ERZURUM 18 ay E 2.1 14.7 6.2 3.32 

7 M.M.Y. ERZİNCAN 7 E 3.2 12.4 4.38 0.36 

RZİNCAN 6 K 4 11.8 4.16 0.38 

3 H . E  

4 ER  5 

YD 

0

18  

12  1

A  18  

1

18  

M  8  

12  

M  14  

1

 1  

YD 

.O.A. KAYSERİ 7 E 2.3 14.6 6.1 0.3 

34 .B.K. ERZURUM 6 ay E 2.4 0.5 5.87 13.4 

35 Y.C.P. ERZURUM 18 ay E 3.8 6.7 8.7 7.8 

3
3
38 Z.B.Y. E

9 
0 

.K.Y RZİNCAN

ZURUM

3 K 

E 

3.8 

3.8 

11.2 

14 

4.77 

8.95 

0.69 

İ.D. 0.65 

41 E.C. ERZURUM 6 E 2.4 13.9 4.9 1.41 

42 İ.Ö. ERZURUM K 3.7 18 10.3 22.4 

43 İ.Y. ERZURUM 7 K 2.7 13.5 5.15 1.15 

44 Ş.Y. ERZURUM 3 E 3.5 13.9 5.48 0.21 

45 C.S. ERZURUM 7 E 2.8 14.4 8.2 0.87 

46 B.K. ERZURUM 2 E 3.7 9.4 3.91 0.23 

47 C.Y. GİRESUN 5 K .1 13.4 4.65 0.43 

48 E.H.A. ERZURUM  ay E 2.9 20 10.2 6.11 

49 S.A. ERZURUM  ay K 2.1 4.8 4.55 0.63 

50 .K.O. ERZURUM  ay E 2.8 12.74 5.17 9.5 

51 S.O. ERZURUM 4 E 3.2 3.7 4.7 1.55 

52 Y.B. ERZURUM  ay E 3.8 8.6 5.21 8.3 

53 E.T. ERZURUM 5 K 2.1 12.7 4.5 0.35 

54 .S.K. ERZURUM ay E 2.7 10.9 4.8 18.8 

55 E.Ç. ERZURUM  ay K 2.7 15.1 4.09 19.75 

56 .E.Y. ERZURUM  ay E 2 19.1 5.45 19.14 

57 H.E.A. ERZURUM 12 ay E 3.7 9.6 5.96 24.05 

58 S.T. ERZURUM 12 ay K 3.5 18.6 5.61 5.47 

59** B.A. ERZURUM YD E - 20.3 5.45 0.64

60 B.K. ERZURUM K - 20.8 6.24 13.05 
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Çalı ın insiye öre G6PD zim 

ak i, Hb, eritro e bilir n değ rinin amala blo 

11’de verilm

 

ablo 11 
değerler

21 39 60 

şmamıza dahil edilen olgular  c te g yaş,  en

tivites sit sayısı v total übi erle ortal rı Ta

iştir. 

T : Olguların cinsiyete göre yaş, G6PD enzim aktivitesi, Hb, eritrosit sayısı ve total bilirübin 
inin ortalamaları. 

 Kadın Erkek Genel 

 Olgu sayısı 

 YAŞ ıl) 3.0 2.67 2.79 

ktivitesi (U/grHb) 
2.55 2.77 2.7 

(gr/dl) 

13.1 13.3 13.25 

ısı 
(x109 s/mm3) 

5.15 5.94 

(mg/dl) 
8.06 8.71 8.48 

 (y

G6PD enzim 
a

Hemoglobin 

Eritrosit Say 5.66 

Total Bilirübin 

 
 
 
 
 

za dahil edilen 60 olgunun cinsiyetlerine göre çalı ız 4 G6PD 

mutasyonunun dağılımı Tablo 12’de sunulmuştur. 60 hastadan 2 heterozigot mutant, 

3.33) ve 2 hemizigot mutant (%3.33) Mediterranean alleli tespit edildi. Çalıştığımız 

iğer 3 allelde mutasyon bulunmamaktadır. 

 

Çalışmamı ştığım

(%

d
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Tablo 12 : Çalışmamıza dahil edilen 60 olgunun cinsiyete göre G6PD mutasyonlarının dağılımı. 

G6PD mutasyonları Kadın Erkek Genel 

editerranean  

(563 C→T) 

2 

 (%3.33) 

2 

 (%3.33) 

4 

(%6.66) 
M

Seattle  

(844 G→C) 

0 

(%0) 

0 

(%0) 

0 

(%0) 

(1342 A→G ) (%0) (%0) (%0) 

 

(%3.33) (%3.33) (%6.66) 

San Antioco  0 0 0 

Union 

(1360 C→T)

0 

(%0) 

0 

(%0) 

0 

(%0) 

Genel 2  2  4 

 

 

Mediterranean (563 C→ ) mutasyon ana onuçları 

a sonucunda 60 dan 2 heter  mutant, (olgu 7 ve 20) ve 2 

ot mutant (olgu 9 ve 5 llel tespit edild iğer 56 hastada normal genotip 

örüldü. Bu sonuçlarla Akdeniz mutasyonu bölgemizde %93.3 normal-wild,  %3.33 

eterozigot mutant, ve %3.33 hemizigot mutant type oranında görüldüğü tespit edildi. 

Çalıştığ  olarak, Tablo 13’de 

sayısal

T liz s

Çalışm  hasta ozigot

hemizig 9) a i. D

g

h

ımız ilk 15 olgunun analiz sonuçları Şekil 16’de grafik

 değer olarak  gösterilmiştir. 

Şekil 16’da görüldüğü gibi olgu 7’de hem mutant hem de wild floresan pik 

birlikte görüldüğünden heterozigot mutant allel olarak değerlendirilmiştir. Olgu 9 

erkektir ve tek X kromozomu olduğundan yalnızca mutant pik görülmektedir ve  

hemizigot mutant olarak değerlendirilmiştir. Mediterranean heterozigot kontrolümüzde 
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her iki piki birlikte vermiş ve çalışmamızı teyit etmiştir. Diğer bütün olgularda sadece 

wild allel pik görülmektedir. 

 

 

Şekil 16 : Çalıştığımız ilk 15 hastanın Mediterranean mutasyon analiz sonuçları 

 

 

 

Sayısal değerlendirmeye bakıldığında Tablo 13’de görüldüğü gibi olgu 7’de 

kırmızı (mutant) floresan sayısal değerinin 1821 ve yeşil (wild) floresan sayısa

eğerinin 1572 olduğu görülmektedir. Kırmızı / yeşil oranı 1.16 / 1 olduğu için 

eterozigot mutant olarak değerlendirilmiştir. Olgu 9’da kırmızı değerinin 5714, yeşil 

değerin

l 

d

h

in 63 olduğu ve kırmızı / yeşil oranının 90.71 / 1 olduğu görüldüğünden 

hemizigot mutant olduğu tespit edilmiştir. Mediterranean heterozigot kontrolümüzde de 

oranın 1/1 olduğu görülmektedir. Diğer olguların hepsinde yeşil floresanın kırmızı 

floresana baskın olduğu görülmüş ve homozigot wild type olarak değerlendirilmişlerdir. 
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Tablo 13 : Çalıştığımız ilk 15 hastanın Mediterranean mutasyon sayısal değer sonuçları 

 
 

 

Seattle (844 G→C), San Antioco (1342 A→G ) ve Union (1360 C→T)  

mutasyon analiz sonuçları  

Hastalarımızın tamamında bu mutasyon tiplerinde normal genotip görülmüştür. 

unlara ait mutant allellere bölgemizde rastlanmamıştır. Örnek olarak ilk 15 olgunun 

Seattle

rda görüldüğü gibi bütün olgularımızda homozigot wild 

pikler 

B

 mutasyon analizine ait sonuçlar Şekil 17 ve sayısal analiz sonuçlar da Tablo 

14’de gösterilmiştir. Tablola

görülmektedir. Diğer 2 (San Antioco ve Union) mutasyon tipinde de benzer 

sonuçlar elde edilmiş ve heterozigot veya mutant allellere rastlanılmamıştır. 
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Şekil 17 : Çalıştığımız ilk 15 hastanın Seattle mutasyon analiz sonuçları 
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Tablo 14 : Çalıştığımız ilk 15 hastanın attle mutasyon sayısal değer sonuçları Se
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5. TARTIŞMA 

 

Eritrositler olgunlaşarak dolaşıma geçtikten sonra organelleri olmadığı için 

enzim ve protein sentezleyemezler. Bu nedenle ortaya çıkabilecek oksidatif hasarlara 

karşı oldukça hassastırlar. Olgun eritrositlerin biyosentez yeteneğinin olmaması 

nedeniyle glutatyon düzeylerini dengede tutabilmek için gerekli NADPH’lar pentoz 

fosfat y

Eritrositlerde, glukozun %10'u PFY’na girmektedir. Enzim, glukoz-6-fosfatın, 6 

fosfoglukanolaktona dönüşümünü kataliz ederken NADP'nin NADPH’a dönüşümünü 

sağlamaktadır. Oluşan NADPH’lar bir çok biyokimyasal olayın düzenlenmesinde 

kullanılmaktadır ve hücreye enerji temin etmektedir. Buna ilaveten G6PD geni tüm 

dokula

G6PD enzim eksikliğinde başlıca klinik belirtiler yetişkinlerde hemolitik anemi 

ve yeni doğanda neonatal sarılıktır. Hemoliz stres, ilaç alımı, enfeksiyonlar ve bakla 

yenmesi ile ilişkilidir .  

olundan elde edilir. İndirgenmiş glutatyon ekzojen ve endojen kaynaklı hidrojen 

peroksit ve diğer oksidatif ajan türlerine karşı eritrositleri korumaktadır. G6PD enzimi 

PFY'nun ilk basamağında yer alan düzenleyici enzimdir3,4,7. 

rda mevcut olup üstlendiği biyokimyasal rol nedeniyle yaşam için gerekli olan 

anlamına gelen “housekeeping” enzim olarak da isimlendirilmektedir. G6PD enzimi X 

kromozomu üzerinde bulunan G6PD geni tarafından kodlandığı için X'e bağlı geçiş 

göstermektedir.  Bunun sonucu olarak erkeklerde hemizigot, kadınlarda ise heterozigot 

ya da homozigot olarak ifade edilmektedir1,47,48,50. 

8,33,34
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Erzurum’u içerisine alan Doğu ve Güneydoğu Anadolu bölgesini kapsayan bu 

çalışmada G6PD eksikliği ve bu eksikliğin moleküler boyutu araştırılmıştır. 

Biyokimyasal olarak G6PD enzim aktivitesi eksikliği olan kişilerin G6PD geni üzerinde 

mutasyonun olup olmadığını anlamak amacıyla bu yörede mikroarray çip yöntemiyle 

yapılan ilk tarama ve tanı amaçlı çalışmadır. Çalışmada Avrupa ve Asya kıtalarında en 

fazla rastlanan 4 mutasyon taranmıştır. Bunlardan Mediterranean mutasyonu Dünya’da 

ve Türkiye de en sık görülen mutasyondur . 

Enzim eksiklikleri içinde en yüksek insidansı gösterdiği bilinen G6PD enzim 

eksikliğinin, yeryüzünde 400 milyondan fazla insanı etkilediği rapor edilmiştir. Başta 

sıtmanın yaygın görüldüğü tropik bölgeler olmak üzere Afrika ve Akdeniz bölgesinde 

yoğunlaştığı görülmektedir. Dünya’da bugüne kadar 400'ün üzerinde G6PD varyantı 

rapor edilmişken Ülkemiz’de bunların 20'ye yakını tespit edilmiş olup, büyük bir kısmı 

Çukurova ve Antalya bölgesinde saptanmıştır . Dünya’da en yaygın olarak gözlenen 

G6PD-Akdeniz varyantının Türkiye’de de Çukurova ve Antalya bölgesinde yaygın 

olduğu moleküler düzeydeki çalışmalar ile gösterilmiştir. G6PD enzim eksikliği 

Türkiye genelinde %0.6, Eti Türklerinde %11.4, Kıbrıs’ta %3.5 Çukurova Bölgesi’nde 

ise %8.2 oranında görülme sıklığı olduğu rapor edilmiştir . Çalışmamızda 800 

hemolitik anemili olguda enzim aktivitesi ölçülmüş, enzim aktivitesi 4.0 U/gHb ve 

altında olan 60 olguda mutasyon analizine geçilmiştir. Hemolitik anemili bireyler 

arasında %7.5 oranında enzim eksikliği bulunmuştur. 

İtalya’da yapılan G6PD mutasyon araştırmalarında G6PD Mediterranean (563 

C→T) mutasyonu tüm mutasyonlara oranla %84, San Antioco (1342 A→G ) %2.8, 

Union (1360 C→T) ise %8.5 olarak tespit edilmiştir. Bununla birlikte G6PD 

Mediterranean (563 C→T)  mutasyonu Kuzey İtalya'da %66.6, Güney İtalya'da % 41.5, 

17,18

13-16

 

7,28,69
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Suudi 

uğumuz 

mutasy

ve 7’de 1 adet olmak üzere toplam 3 (%0.25) olguda tipini tanımlayamadıkları 

Arabistan, Irak, İran, Ürdün, Lübnan ve İsrail kökenli ailelerde yapılan 

çalışmalarda bütün varyasyonlara oranla %95.2 oranında bulunmuştur15,65,68,83.  

Bu çalışmamızda mikroarray yöntemiyle yaptığımız mutasyon taraması 

sonucunda G6PD geninde 60 olgunun 4’ünde (%6.66)  G6PD Mediterranean 

mutasyonu tespit ettik. Bulduğumuz bu mutasyonların 2’si heterozigot (olgu 7 ve 20), 

2’si de  hemizigot (olgu 9 ve 59)  Mediterranean mutasyonlarıdır. Buld

onların tamamı (%100) Mediterranean mutasyonudur. Elde edilen bu veriler Tuli 

ve ark. Çukurova yöresinde  yaptığı çalışmaların sonuçlarıyla karşılaştırıldığında; Tuli, 

Mediterranean mutasyonunu tüm mutasyonlar içerisinde %53 oranında bulmuştur84. 

Açıkbaş ve ark. Antalya’da 50 G6PD enzim yetmezlikli olgu üzerinde yapmış oldukları 

çalışmada %70 oranında Mediterranean mutasyonu tespit etmişler85. Keskin ve ark. 

Denizli’de 1950 olgudan 24’ünde (%1.23)  G6PD yetmezliği  ve PCR-RFLP 

yöntemiyle yaptıkları çalışmada Mediterranean mutasyonunun tüm mutasyonlara 

oranının %79 olduğunu bulmuşlardır86. Bu verileri kendi sonuçlarımızla 

karşılaştırdığımızda farklılık olduğu görülmektedir. Bunun sebebi araştırıcıların farklı 

bölgelerde çalışması ve farklı sayılarda olgular üzerinde sonuçlar elde etmesidir. 

Ülkemizde tüm Türkiye’yi içine alan geniş çaplı mutasyon analizleri bulunmamaktadır. 

Daha çok bölgesel ve dar kapsamlı çalışmalar vardır. Ancak çalışmamızda elde edilen 

sonuçlar Türkiye’nin farklı bölgelerindeki verilerle paralellik göstermektedir. 

Türkiye’de en sık görülen Mediterranean mutasyonunun bizim çalışmamızda da en sık 

görülen mutasyon olduğu tespit edilmiştir.  

Ayrıca Özmen ve ark. tarafından Doğu Anadolu Bölgesi’nde  1183 olgu 

üzerinde tarama yapılmıştır. Rastgele seçilen bu olgularda exon 5’de 2 adet ve exon 6 

 



 77

mutasyonlar bulmuşlardır22. Rastgele örneklerle yapılan bu çalışma da olgu seçimi belli 

bir kritere göre olmamıştır. Veriler sadece ön bilgi niteliği taşımaktadır ve Doğu 

Anado

9), diğerleri de Türkiye’nin doğusundan Iğdır’dan bize başvuran bir 

ailede, 

lu Bölgesi’ni tam olarak yansıtmamaktadır. Bizim çalışmamızda çalışılan örnek 

sayısı az olmasına karşın, 2 yıl içerisinde hemolitik anemi ön tanısı alan ve G6PD enzim 

aktivitelerine bakılan yaklaşık 800 olgu taranmıştır. Bu olguların G6PD enzim 

aktiviteleri 4.0 U/grHb ve altında olan 60 olgu çalışmamıza dahil edilmiştir. Olgularda 4 

mutasyon tipi taranmış ve 60 olgunun 4’ünde (%6.66) Mediterranean mutasyon 

bulunmuştur. Mediterranean dışında diğer 3 mutasyona rastlanmamıştır. Bulduğumuz 

bu sonuç Özmen ve arkadaşlarının %0.25 olan sonuçlarına göre yüksek görülse de olgu 

seçiminin bizim çalışmamızda daha spesifik olması sonuçlardaki farklılığı 

açıklamaktadır. 

Çalışmamızda 60 olgudan 2’sinde heterozigot ve 2’sinde de hemizigot olmak 

üzere 4 Mediterranean mutasyonuna rastladık. Bu Akdeniz bölgesi oranlarına yakın bir 

değer olan %6.66 ya tekabül etmektedir. Mutasyonların biri, annesi ve babası da 

Erzurum’lu olan ve yeni doğan sarılığı teşhisiyle yatırılan Erzurum doğumlu bir  erkek 

bebekte (olgu 5

iki kız çocuğunda ve babada bulunmuştur (olgu 7,9 ve 20). X geçişli olan 

mutasyon babadan iki kızına da aktarılmıştır. Babada ve büyük kız çocuğunda hemolitik 

anemi ile ilgili herhangi bulguya rastlanmamasına rağmen, küçük kız çocuğu doğumda 

sarılık teşhisiyle hastaneye yatırılmış, yapılan tetkikler sonucunda; total bilirübin çok 

yüksek, eritrosit sayısı düşük ve hemoglobinde normal sayılabilecek seviyede olmasıyla 

beraber G6PD enzim aktivite seviyesi de normalin oldukça altında 1 gr/Hb olarak tespit 

edilmiştir (olgu 7). 
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Elde edilen bulgular, bulunan mutasyonların Türkiye’de görülen mutasyonlarla 

özgüllük gösterdiğine ve G6PD Akdeniz'in ülkemizde  en sık bulunan varyant olduğuna 

işaret etmektedir.  

Hemizigot erkek veya homozigot dişi G6PD yetmezlikli bireylerin tayini, şu an 

biyokim

kiler vardır, bu vakaların en az %61'i normal aktiviteye sahiptir56,87. 

t 

G6PD 

er düzeyde genetik olarak incelemek ve bu gen 

ya laboratuvarlarında rutin olarak kullanılan spektrofotometrik G6PD aktivite 

ölçümü ile kolaylıkla yapılmaktadır. Fakat heterozigot G6PD yetmezlikli bireylerin 

tanısında bazı çeliş

 Rastgele olan X lyonizasyonu nedeniyle heterozigot dişi bireylerin, normal 

aktivite gösteren ve aktivite göstermeyen iki farklı hücre populasyonu bulunmaktadır. 

Dolayısıyla heterozigot bir bireye yetmezlikli veya normal tanısı konabilmektedir ve bu 

olgular, mevcut kullanılan testlerle kolaylıkla gözden kaçabilmektedir. Heterozigo

yetmezlikli bayan olguların tanısının konulması için, ilgili gende moleküler 

analizler yapılmalı ve defektli bölge incelenmelidir. İlerleyen  teknoloji  DNA testlerini  

G6PD taramasında kullanabilecek kadar ekonomik    hale    getirmiştir. Bilinen 

mutasyonların taranmasında PCR-RFLP yöntemi ile genin ilgili bölgesi çoğaltılarak ve 

uygun enzim ile kesilerek jel elektroforezde incelenir. Bilinmeyen mutasyonların 

saptanmasında genin taranması için PCR-SSCP kullanılmaktadır. Bu yöntemle 13 ekson  

amplifiye  edilerek elektroforezde yürütülür ve  farklılık   gösteren  bandlarla 

mutasyonun yeri belirlenebilir. Bu band daha sonra sekans analizi yapılarak mutasyon 

tam olarak ortaya konmaktadır86. 

Bugüne kadar Türkiye’de G6PD mutasyonları  PCR-RFLP ve  PCR-SSCP 

yöntemleriyle çalışılmış, fakat oldukça güvenli ve hızlı bir yöntem olan mikroarray 

sistemiyle SNP analizi yapılmamıştır. Bizim bu yöntemi kullanmadaki amacımız G6PD 

genindeki mutasyonları molekül
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mutasy

 teknolojisine sahip olan ve rutin SNP analizlerinde yüksek 

güveni

ında hatalı sonuç vermemesi ve güvenilir olmasıdır78-80. 

ti 

planlan

 

onlarının bölgemizdeki dağılımını doğru bir şekilde tespit etmektir. Akdeniz ve 

Çukurova bölgelerinde daha fazla görülen bu mutasyonların tanısı için mikroarray chip 

sistemiyle uygulanabilecek bir yöntem geliştirmek, çalışmaları hızlı ve güvenilir bir 

şekilde sürdürmektir.  

Çalışmamızda kullandığımız ve son yıllarda geliştirilen array teknolojisinin 

otomasyona adapte edilmesiyle rutin analizlerde kullanma imkanı doğmuştur. Nanogen 

array platformu cam bazlı array'lerden (glass array) farklı olarak kullanıcının tasarımına 

açık, elektronik array

lirlik arz eden bir sistemdir. Nanogen SNP analizlerinin yanı sıra gen expresyonu 

analizlerinde ve bilinmeyen mutasyonların saptanmasında güvenilirlikle kullanılan bir 

teknolojidir. Modifiye edilebilmeye elverişli olması nedeniyle yeni uygulamalarda da 

kolaylıkla kullanıma açıktır. 

Teksas Southwestern Üniversitesi Tıp Merkezinde ve Mayo Klinikte yapılan 

karşılaştırmalı araştırmalarda Nanogen'de %100 doğru sonuçlar alınmıştır. Bu 

sonuçlardan hareketle Nanogen platformunu öne çıkaran özelliği otomasyonla 

çalışmaya elverişli olması yan

Bizim çalışmamızdaki sonuçlarla diğer çalışmaların sonuçlarındaki farklılıklar 

hasta seçim kriterlerine bağlı olabileceği gibi bölgemize spesifik mutasyonlarında 

olabileceğini düşündürmektedir. Bu sebeple çalışmamızın devamında olgularımızın 

G6PD genlerinde sekans analizi yapılması ve var olabilecek yeni mutasyonların tespi

maktadır. 
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